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RESUMO

Este estudo avaliou a eficacia dos produtos comerciais Biotrichomax® e Chevelle® a
base de Trichoderma spp. e Bacillus spp., no controle de R. solanacearum in vitro e
in vivo, bem como avaliar o efeito sinérgico do controle biol6gico associado a pratica
de calagem em condi¢des de campo. Os tratamentos utilizados foram: Chevelle® (0,5;
1,0; 1,5; 2,0 mL/L); Biotrichomax® (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mL/L) e a mistura dos dois
produtos nas mesmas doses. Utilizou-se o teste de dupla camada para avaliar o
antagonismo dos produtos comerciais com R. solanacearum. O delineamento foi
inteiramente casualizado, com doze tratamentos e trés repeticdes. Apos 48 horas de
incubacédo, foi analisada a formacdo de halo de inibicdo. Foram realizados dois
experimentos em campo, em area com historico do patdégeno. O primeiro experimento
foi realizado com os tratamentos a base de produtos biologicos, avaliando apenas a
incidéncia da doenca nos diferentes tratamentos. O segundo experimento utilizou-se
0S mesmos tratamentos bioldgicos, porém associados ou ndo com a aplicacdo de
calcario. O delineamento do primeiro experimento em campo foi em blocos
casualizados e o segundo em blocos casualizados em parcelas subdividas no espaco,
com dez tratamentos e quatro repeticdes. Ambos experimentos tinham dez
tratamentos e quatro repeticdes. Avaliou-se a incidéncia da doenc¢a aos 50 dias apos
o transplantio. Nos testes in vitro, Biotrichomax® ndo apresentou halo de inibicdo em
nenhuma das doses testadas. O produto Chevelle® apresentou em todas as
concentracdes, halo de inibicdo, sendo que na concentracdo 2 mL/L apresentou maior
média do halo de inibicdo. Os tratamentos combinados com Chevelle® +
Biotrichomax®, apresentaram halo de inibicdo, no entanto ndo diferiram
significativamente dos tratamentos com Chevelle®. J& em campo, 0s produtos nao
demonstraram efeito na incidéncia da doenca. A inclusao da calagem resultou em uma
reducdo significativa na incidéncia de R. solanacearum em comparagdo com a area
sem calagem. Os dados demonstram que o uso de produtos biologicos associados ao
aumento do pH do solo mostra-se uma pratica promissora para o0 manejo da murcha
do Tabaco causado por R. solanacearum.

Palavras-Chave: murcha bacteriana; antagonismo; Nicotiana tabacum; calagem.
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ABSTRACT

This study evaluated the efficacy of commercial products Biotrichomax® and
Chevelle®, based on Trichoderma spp. and Bacillus spp, in the control of R.
solanacearum in vitro and in vivo, as well as the synergistic effect of biological control
associated with liming practice under field conditions. The treatments used were:
Chevelle® (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mL/L); Biotrichomax® (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mL/L) and a
combination of both products at the same doses. The double-layer test was used to
evaluate the antagonism of the commercial products with R. solanacearum. The
experimental design was completely randomized with twelve treatments and three
replications. After 48 hours of incubation, the formation of inhibition halo was analyzed.
Two field experiments were conducted in an area with a history of the pathogen. The
first experiment was carried out with treatments based on biological products,
evaluating only the disease incidence in different treatments. The second experiment
used the same biological treatments, but associated or not with the application of lime.
The design of the first field experiment was in randomized blocks, and the second was
in randomized blocks in split-plot design, with ten treatments and four replications. Both
experiments had ten treatments and four replications. Disease incidence was
evaluated 50 days after transplantation. In the in vitro tests, Biotrichomax® did not
show any inhibition halo at any of the tested doses. The product Chevelle® showed
inhibition halos at all concentrations, with the highest average inhibition halo observed
at the 2 mL/L concentration. The treatments combined with Chevelle® +
Biotrichomax® showed inhibition halos, but did not differ significantly from the
treatments with Chevelle® alone. However, in the field, the products did not
demonstrate an effect on disease incidence. The inclusion of liming resulted in a
significant reduction in the incidence of R. solanacearum compared to the area without
liming. The data demonstrate that the use of biological products associated with an
increase in soil pH appears to be a promising practice for the management of Tobacco
wilt caused by R. solanacearum.

Keywords: bacterial wilt, antagonism, Nicotiana tabacum, liming.
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1 INTRODUCAO

Nicotiana tabacum L., popularmente conhecida como fumo ou tabaco, € um dos
cultivos de grande importancia no cenario nacional, pois além de ser uma cultura
rentavel, contribui socialmente para geracdo de empregos (HILSINGER, 2016).
Segundo a Associacdo dos fumicultores do Brasil-AFUBRA (2020), na safra 19/20
foram gerados aproximadamente 600 mil empregos diretos e a producao contou com
cerca de 160.000 produtores, com destaque maior para a regido Sul. No Nordeste, na
safra 19/20 a area plantada com tabaco foi de 22.316 hectares com uma producéao de
30.185 toneladas de tabaco, sendo que 10.325 toneladas foram produzidas na Bahia,
gerando cerca de 4,5 mil empregos diretos (KIST et al., 2020). A Bahia tem a producéo
de tabaco destinada a capas de cigarrilhas e charutos, o que por muitos anos colocou
a regido conhecida como Mata Fina como uma das mais propicias para esta cultura
(NARDI, 2013).

No entanto, a producao de tabaco pode ser comprometida por diversos fatores, como
a incidéncia de pragas e doencas (YANG et al, 2019). Doencas foliares como
cercosporiose e mancha aureolada na maioria das vezes provocam o descarte de
folhnas que seriam destinadas para capas, assim como, viroses afetam o sabor e
aroma. Ja bactérias, além desses danos também provocam o apodrecimento das

folhas.

A murcha bacteriana, causada pela bactéria de solo Ralstonia solanacearum, é um
dos patdgenos que mais confere prejuizos em cultivos de tabaco, principalmente
guando o uso da terra € intensivo, quando as perdas podem chegar até 100%
(AHMED et al., 2022). R. solanacearum possui uma ampla distribuicdo geografica
(tropicos, subtropicos, regides temperadas quentes), apresenta uma grande gama de
hospedeiros, podendo infectar até 250 espécies, e por se tratar de um patégeno de
solo, uma vez estabelecido, pode permanecer no solo por anos (MIHOVILOVICH et
al., 2017).

R. solanacearum penetra na planta através de ferimentos e aberturas naturais nas

raizes, multiplica-se nos espacos intercelulares e percorre o xilema, causando o
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bloqueio do sistema vascular. Com o sistema vascular obstruido, tem-se o sintoma de
murcha, tipico da infecgdo por este patdogeno (XUE; LOZANO-DURAN; MACHO,
2020).

Este patossistema é complexo, pois, uma vez estabelecido em uma area, o controle
e manejo da doenca torna-se dificil (MENG, 2013). Medidas de controle e convivio
com a murcha bacteriana, como o uso de variedades resistentes, rotacdo de culturas,
controle quimico e correcdo do solo sdo bastante utilizadas, porém ndo sé&o
consideradas suficientes, o que torna o controle biolégico uma forma promissora de
reduzir a severidade da murcha bacteriana (TAHIR et al.,2017; CAI et al., 2018).
Microrganismos antagonistas, como espécies de Bacillus spp. e Trichoderma spp. tém
sido relatados como agentes de controle bioldgico eficazes na reducéo da incidéncia
da murcha bacteriana (KONAPPA et al., 2018). Entretanto, existem poucos relatos da

utilizacdo desses microrganismos na cultura do tabaco, principalmente no Brasil.

Diante do exposto, faz necessario compreender se a utilizacdo de agentes de controle
biolégico como Trichoderma spp e Bacillus spp. apresentam eficacia no controle de
R. solanacearum em tabaco, assim como a associacao entre o uso de agentes de

controle bioldgico e calagem apresenta algum efeito sobre a doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de uso do controle biolégico de
Ralstonia solanacearum na cultura do tabaco no Recdncavo baiano, e se ha interacao
sinérgica do controle biolégico associado a pratica de calagem em condicfes de

campo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a eficiéncia dos produtos biologicos a base de Bacillus amyloliquefaciens
(Chevelle®) e o produto composto pela mistura de Trichoderma harzianum,
Trichoderma asperellum e Trichoderma koningiopsis (Biotrichomax®)

(Trichoderma e Bacillus spp) no controle de R. solanacearum in vitro.

e Avaliar em campo a eficiéncia de controle de R. solanacearum por Bacillus
amyloliquefaciens (Chevelle®) e o produto composto pela mistura de Trichoderma
harzianum, Trichoderma asperellum e Trichoderma koningiopsis (Biotrichomax®)
(Trichoderma e Bacillus spp.) quando aplicados no solo.

e Comparar a incidéncia de R. solanacearum em solo com e sem calagem
associado ao produto Chevelle® (Bacillus amyloliquefaciens) e o produto
Biotrichomax (Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum e Trichoderma

koningiopsis).

e Avaliar se 0 uso de agentes de controle biolégico e da calagem para o manejo de
R. solanacearum afetam a qualidade sensorial das folhas do tabaco.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ACULTURA DO TABACO

O tabaco (Nicotiana tabacum L.) pertence a familia das solanaceas, € originario da
Ameérica, mais precisamente nos Andes bolivianos, onde 0s primeiros povos a
consumi-lo foram os indigenas, que usavam as folhas para fins medicinais e em
rituais. Seu processo de expansao ocorreu no periodo que 0S europeus percorriam as

Américas e aos poucos 0 uso foi sendo popularizado (SINDITABACO, 2019).

A cultura do tabaco é considerada uma atividade agricola de grande importancia
econdmica e social (MA et al., 2018), destacando a China, o Brasil, a india, os Estados
Unidos e o Zimb&bue como principais produtores (MENDES et al., 2015; KIST et al.,
2016; SANTOS, 2017). O Brasil € o segundo maior produtor, sendo que em area
plantada foi 363.233 hectares em 2019, destacando-se as regides Sul e Nordeste
(IBGE, 2019). No Nordeste, a Bahia ocupa a segunda posicdo em area plantada e
maior produgdo, sendo respectivamente, 7632 ha de tabaco e 10.325 toneladas
produzidas. A regido do Recdncavo Baiano representa aproximadamente 18% de
area plantada de fumo na Bahia (IBGE, 2019).

Esse “Territério de Identidade” é considerado historicamente como produtor de tabaco
por suas condi¢cdes edafocliméaticas serem propicias a esta cultura, sendo as
principais variedades utilizadas nos cultivos: Brasil-Bahia e Sumatra (NARDI, 2013).
Os municipios do Recdncavo com destaque na producéo de tabaco sdo Cabaceiras
do Paraguacu e Governador Mangabeira, com 590 e 453 toneladas, respectivamente
(IBGE, 2021). Apesar de apresentar um aumento da produgdo no cenario mundial,
muitas lavouras séo perdidas em decorréncia de doencas, principalmente a murcha-

bacteriana, causado por R. solanacearum (GENIN; DENNY, 2012).

3.2 MURCHA BACTERIANA

A murcha bacteriana causada por R. solanacearum, € predominante de regides

tropicais, e € uma das doencas que vem assolando cultivos de tabaco em varios
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paises, provocando grandes perdas na producdo (CHEN, et al.,2016; MA, et al.,
2018). E uma bactéria gram-negativa que apresenta grande diversidade genética, com
uma intensa gama de hospedeiros, atingindo espécies pertencentes a mais de 50
familias botanicas, afetando principalmente cultivos onde ha predominancia de
solanaceas, como batata, tomate e tabaco, muito embora outras espécies séo
hospedeiras, a exemplo de espécies de plantas daninhas (GENIN; DENNY, 2012). E
classificada em racas e biovares, sendo que a raca € relacionada ao tipo de
hospedeiro que este patdgeno atua e as biovares se refere aos dissacarideos

utilizados, sendo que para as solanaceas a raca 1 € atribuida (LIU et al., 2017).

R.solanacearum € uma bactéria de solo e sua principal porta de entrada na planta se
d& através de aberturas naturais ou ferimentos nas raizes (TAHIR et al., 2017). Ao
acessar o hospedeiro, age colonizando o vaso condutor do xilema, processo que se
caracteriza pela producdo de polissacarideos extracelulares que em quantidade
interrompem o fluxo de agua, fazendo com que as plantas infectadas, apresentem
processo de atrofiamento e amarelecimento, até a evolucdo para a morte da planta
(LOWE-POWER; KHOKHANI; ALLEN, 2018).

Jiang et al. (2017) demonstram que a incidéncia da murcha bacteriana pode chegar
de 15-35% em tabaco, e este nUmero pode ser maior, chegando a 75% de plantas
afetadas quando associada a patégenos radiculares, como Phytophtora nicotianae.
Em é&reas onde predomina apenas a cultura do tabaco, sem alternancia de outras
espécies, ocorre alta incidéncia da doenca, podendo provocar perdas de
produtividade de até 60% (CAI et al., 2021) e este nUmero se torna maior quando
relacionado a fatores ambientais, como altas temperaturas, que ocasiona crescimento
acelerado de R. solanacearum assim como maior severidade da doenca (WANG et
al., 2020).

O controle da murcha bacteriana é extremamente dificil devido a grande diversidade
genética, ampla gama de hospedeiros e longo periodo de sobrevivéncia no solo,
exigindo diversas estratégias pautadas no manejo integrado, como desenvolvimento
de variedades resistentes, emprego de bactericidas, rotacdo de culturas, controle
biolégico e melhoria dos atributos quimicos do solo através da calagem (HE et al.,
2014; Ll et al., 2017; O’ BRIEN, 2017; MA et al., 2018; AHMED et al.; 2022; BASUKI;
SUHARA; MAHAYU, 2022).
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O desenvolvimento de variedades resistentes € uma das estratégias mais relevantes
no controle de doencas. Em pesquisa para avaliar carater de resisténcia a murcha
bacteriana em tabaco em diferentes gendtipos, Basuki; Suhara e Mahayu (2022)
evidenciaram que o gendtipo NtU2 apresentou potencial para servir de fonte de
resisténcia para geracao de variedades resistentes a doenca. No entanto, apesar de
ser um meétodo promissor, o tempo para criar uma nova variedade € muito longo, pois
envolve selecdo de linhagens, cruzamentos, estudo de resisténcia ao patégeno, e
garantia que ndo havera reducdo do rendimento da cultura e nem impacto na
qualidade (AHMED et al.; 2022).

O uso de bactericidas a base de tiazol de zinco e hidréxido de cobre foi relatado no
controle de murcha bacteriana nas culturas de amendoim e gengibre, sendo que neste
altimo houve reducéo da incidéncia em torno de 20% quando comparada ao que nao
recebeu nenhum tipo de tratamento (JIBAT; GETU, 2020). Entretanto, o emprego de
qguimicos é relatado como prejudicial ao meio ambiente, além do desenvolvimento de

resisténcia do patogeno (AHMED et al., 2022).

O uso de microrganismos antagonistas e melhorias na qualidade quimica do solo
através da calagem, demonstram ser estratégias promissoras por serem sustentaveis
e mais acessiveis. Os agentes de controle biolégico para murcha bacteriana séo
organismos advindos da natureza e que ndo impactam no meio ambiente, atuando
nas plantas, promovendo crescimento, induzindo resisténcia do hospedeiro e aumento
da absorc¢ao de nutrientes ou no proprio patdégeno devido a diferentes mecanismos de
acado, como competicéo, predacdo e antibiose (TAHIR et al., 2017; CAO et al., 2018;
AHMED et al., 2022). A calagem atua na correcdo do pH do solo, reduzindo a acidez,
criando um ambiente mais favoravel para os microrganismos benéficos (GURMESSA
et al., 2021).

3.3 A IMPORTANCIA DA CALAGEM NO CONTROLE DE FITOPATOGENOS DO
SOLO

A utilizagdo intensa e indiscriminada de fertilizantes minerais impacta diretamente na
qualidade do solo, provocando a sua acidificacdo e interferindo nas comunidades

microbianas (WAN et al., 2020). As comunidades microbianas s&o essenciais na
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interacao solo e planta, pois atuam na ciclagem de nutrientes, através da degradacao
de restos vegetais, na fixacdo e disponibilizacdo de nutrientes e nas defesas das
plantas contra patégenos (KOSHILA RAVI et al., 2019). Wan et al. (2020), avaliando
a correlacdo entre acidificacdo do solo e comunidade microbiana, analisaram
amostras de solos com pH<5,5 e pH>5,5 para a identificacdo dos filos dos
microorganismos presentes nas duas condicfes por meio do sequenciamento do
DNA ribossomal. Eles constataram que a acidez do solo impactou a diversidade de
espécies microbianas, em que solos com pH< 5,5 havia abundancia de Firmicutes,
Actinobacteria dentre outros, afetando a ciclagem de nutrientes como C, N, P e S. Em
solos com pH>5,5 a abundancia dos filos foi de Nitrospirae, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, entre outros, considerando que o filo Nitrospirae é importante
para o ciclo do nitrogénio.

A acidez do solo causa aumento de aluminio trocavel que favorece uma série de
efeitos fitotoxicos as plantas, como reducdo no crescimento radicular e da planta,
aumento de espécies reativas de oxigénio, danos as paredes celulares da raiz e
reducdo da absorcao de agua e nutrientes (HOLLAND et al., 2018; OFOE et al., 2022).
Com estes efeitos deletérios, a planta ndo consegue desenvolver suas atividades
fisioldgicas da forma plena, o que a torna propensa a entrada de patégenos (ZHAO;
SHEN, 2018). Desta forma, problemas de acidificacdo podem ser corrigidos através
da pratica da calagem, que promove reducdo desses elementos téxicos,
disponibilizacdo de calcio e magnésio e aumento da absorcdo de nutrientes pelas
plantas (BOSSOLANI et al., 2020).

A prética de calagem por corrigir o pH do solo e disponibilizar célcio, afeta
positivamente varios processos quimicos e bioldgicos que influenciam na saude do
solo (BRADY; WEIL, 2008) e consequentemente no crescimento e desenvolvimento
das plantas (HOLLAND et al., 2018). O célcio tem importante fungdo na composicao
estrutural da planta, assim uma planta com baixo teor deste nutriente, apresenta a
parede celular enfraquecida e maior suscetibilidade a microrganismos patogénicos
(THOR, 2019). Isto é evidenciado no trabalho de He et al. (2014), na cultura do tabaco,
gue observaram que a atividade da pectinase, enzima hidrolitica produzida por R.
solanacearum, cuja funcéo € a hidrolise da parede celular das plantas foi reduzida

guando exposta a solucao contendo calcio.
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Em experimento de campo com tabaco, Shen et al. (2018) notaram que solos acidos
apresentaram maior incidéncia de murcha bacteriana, quando comparado a solos que
foram corrigidos e isto pode estar correlacionado a adaptabilidade de R.
solanacearum a solos acidos, ao impacto da acidez na reducdo da diversidade e
riqueza microbiana, aumentando-se a populacédo de bactérias patogénicas. Li et al.
(2017) avaliando a relacdo da acidez do solo com o desenvolvimento de murcha
bacteriana em tabaco, comprovaram que a doenca se desenvolveu rapidamente em
solos com pH entre 4,5 a 5,5, assim como o tabaco tornou-se mais suscetivel a R.
solanacearum e o crescimento de bactérias antagénicas como Bacillus cereus e

Pseudomonas fluorescens foram inibidos em condi¢des de solos acidos.

Em uma pesquisa avaliando o controle de R. solanacearum no tabaco através de uma
fonte de célcio (ciamida de calcio) e controle biolégico com Bacillus amyloliquefaciens
ZM9, Hu et al. (2021) observaram que a incidéncia da doenca foi reduzida em 65,79%
guando os tratamentos foram associados e 0os motivos do controle estéao relacionados
ao aumento do pH do solo, aumento na diversidade microbiana e microorganismos
benéficos, que atuaram no sistema solo-planta trazendo melhorias nas condi¢cfes
fisico-quimicas do solo, melhorando a absorcao de nutrientes e consequentemente

auxiliando o fortalecimento das plantas contra o patdgeno.

Assim, a préatica da calagem torna-se importante, pois reduz a acidez do solo,
aumenta a populagdo de microrganismos antagonistas, disponibiliza calcio e atua no
crescimento das plantas e nas defesas contra patégenos, podendo reduzir a
incidéncia da murcha bacteriana (LI etal., 2017; HOLLAND et al., 2018; THOR, 2019).

3.4 CONTROLE BIOLOGICO DA MURCHA BACTERIANA

O controle da murcha bacteriana é extremamente dificil, pois o patdgeno possui uma
ampla gama de hospedeiros, sobrevive no solo endofiticamente, é transportado pela

agua e apresenta uma relacdo direta com ervas daninhas (NION; TOYOTA, 2015).

Com as crescentes preocupacdes devido a liberacdo de residuos provenientes de
defensivos quimicos, bem como seus impactos no meio ambiente, muitas pesquisas

estdo sendo desenvolvidas com a utilizagdo de produtos biolégicos para controle de
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doencas de plantas (CARMONA-HERNANDEZ et al., 2019).

O controle biologico de fitopatdbgenos consiste na utilizacdo de microrganismos
antagonistas como fungos e bactérias saprofiticos ou endofiticos, que quando
associados a planta apresentam efeitos benéficos (O’'BRIEN, 2017), pois sdo capazes
de competir com patdgenos utilizando diferentes mecanismos de acao, produzidos por
meio dos efeitos diretos (competicdo, predacdo, mutualismo, parasitismo, antibiose)
ou indiretos (indugcédo de mecanismos de defesa da planta e promocao de crescimento)
(AXEL et al., 2012).

Estratégias de biocontrole da murcha bacteriana causada por R. solanacearum com
base no efeito antagbnico de agentes como Bacillus spp. e Trichoderma spp.
apresentam respostas promissoras no controle da murcha bacteriana (RAMESH,;
PHADKE, 2012). Em experimento realizado em casa de vegetacdo com plantas de
tomate, Konappa et al. (2020) notaram que a incidéncia da murcha bacteriana foi de
54% (46% de protecdo) em solo tratado com B. amyloliquefaciens IN937a em
comparacao com o controle que apresentou 97% de incidéncia de murcha bacteriana.
Os autores verificaram que quando as sementes de tomates foram tratadas com T.
asperellum T8, T. harzianum UNS35 e T. viride UNS42 também ocorreu uma reducéo
de mais de 50% da incidéncia de murcha bacteriana e uma protecao contra a doenca
de mais 40% em comparacdo com o controle. Os resultados deste trabalho em campo
enfatizam que os tratamentos com bactérias promotoras de crescimento e

Trichoderma, promovem controle sobre a murcha bacteriana em plantas de tomate.

A associacédo de Trichoderma spp. e Bacillus spp. foi avaliada no controle de murcha
bacteriana e foi demonstrado que o tratamento com a combinacdo desses
microrganismos apresentou melhor controle da doenca quando comparado ao uso
isolado, o que pode estar relacionado aos diferentes nichos ocupados por estas
espécies (MAKETON; APISITSANTIKUL; SIRIRAWEEKUL, 2008).

Em estudos de plantas de tomate cultivadas em campo Kariuki, Mutitu e Muiru, (2020)
verificaram a reducao na incidéncia de Ralstonia solanacearum de 93,17% e 92% nas
plantas quando tratadas com Bacillus CB64 e isolado de Trichoderma T1,
respectivamente. Os autores enfatizam que a reducéo da incidéncia da doenca esta

relacionada com o potencial de adaptacdo do Trichoderma em condi¢cdes extremas
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do solo e a relacdo antagbnica entre as cepas de Bacillus e R. solanacearum que

ocorre na rizosfera.

A associacéo de Trichoderma spp. e Bacillus spp. foi avaliada no controle de murcha
bacteriana causada por R. solanacearum em tabaco, e foi demonstrado que o
tratamento com a combinacdo desses microrganismos apresentou melhor controle da
doenca o0 que pode estar relacionado aos diferentes nichos ocupados por estas
espécies (MAKETON; APISITSANTIKUL; SIRIRAWEEKUL, 2008).

3.4.1 Trichoderma spp. como agente de controle bioldgico

Os fungos do género Trichoderma spp., sdo de vida livre e presentes com mais
frequéncia em solos de regides de clima temperado e tropical (SANTOS et al., 2012).
Sao filamentosos, oportunistas e possuem relacdo simbidtica com as plantas (SOOD
et al., 2020), podendo ser encontrados também em vegetais em decomposicao
(KUBICEK et al.,, 2008). Sdo considerados como bioestimulantes, promovendo
crescimento e o desenvolvimento das raizes, facilitando assim a absorcao e utilizacao
de nutrientes (KAPRI; TEWARI, 2010; HANNAN et al., 2013; CHAGAS et al., 2016).

Trichoderma spp., apresenta capacidade de realizar modificacbes gendmicas e
metabdlicas durante o estabelecimento da raiz da planta hospedeira (GHAFFARI et
al., 2016). Essas modificacbes podem incluir a ativacdo de genes envolvidos no
metabolismo de carboidratos, aminoacidos e lipidios, bem como genes relacionados
ao transporte de nutrientes, transducdo de sinal e resposta a estresses bidticos e
abidticos (SINGH et al., 2018).

O potencial de Trichoderma spp. como agente de controle biolégico € bastante
estudado devido a capacidade de secretar metabdlitos, que atuam como compostos
antimicrobianos contra bactérias e fungos fitopatogénicos de solo (GUO et al., 2021).
As principais estratégias de biocontrole que Trichoderma spp. tende a desenvolver
contra fitopatdbgenos podem estar associadas ao parasitismo, competigdo, antibiose
ou por atuar indiretamente induzindo a sintese de hormoénios vegetais sobre a planta,
melhorando o seu crescimento e desenvolvimento, e estimulando a producdo de
metabdlitos secundarios (KUMAR, 2013; ZHANG et al., 2017; KONAPPA et al. 2020)
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gue resultam no aumento da defesa da planta por meio da inducdo de resisténcia
sistémica (MUKHERJEE et al., 2018).

O uso de cepas de Trichoderma tem sido bastante explorada como alternativa no
controle de doencas em plantas, principalmente em patdgenos de solo que
apresentam mecanismos de sobrevivéncia, como R. solanacearum. Em estudos
recentes, Yan e Khan (2021) avaliando metabdlitos fungicos de T. harzianum para o
manejo da murcha bacteriana em plantas de tomateiro tanto in vitro quanto in vivo,
verificaram a atividade de metabdlicos fungicos com acdo antibacteriana contra o
patdogeno, sendo que a concentracdo de 180 mg/mL apresentou maior halo de
inibicdo. Os autores constataram que com o0 aumento das concentracdes de
metabolitos fungicos em 9%, a severidade da murcha bacteriana em plantas de tomate
decrescia quando aplicadas entre 3 e 6 dias antes do plantio. Observaram também,
gque esses metabdlitos agiram diretamente nas células bacterianas causando
degradacdo da parede celular, a desintegracdo das membranas e o vazamento do

conteudo celular.

Em experimento in vitro para avaliar a producdo de compostos antimicrobianos
produzidos por T. harzianum, T. virens e T. Koningii contra R. solanacearum na cultura
do tomate, Guo et al. (2021) observaram que todos os tratamentos com Trichoderma
produziram ac&o antimicrobiana contra R. solanacearum, sendo que T. harzianum
apresentou maior halo de inibicdo, seguido de T. virens e T. Koniingii. Os autores
relatam que a acao antimicrobiana pode estar relacionada a desestruturacdo da

parede celular da bactéria, promovendo inibicdo do seu crescimento.

Outros relatos destacam a inibicdo e reducdo da incidéncia da murcha bacteriana
causada pelo patdgeno R. solanacearum, em plantas de tomate. Em estudos,
Konappa et al. (2018) avaliando o potencial de isolados de T. asperellum do solo
rizosférico de tomateiros, observaram que mecanismos de agdo como antibiose,
competicdo por nutrientes e micoparasitismo, atuaram diretamente sobre o patégeno,
devido a liberagdo de enzimas de defesa como celulase, quitiniase -1, 3 glucanase
e protease. Além disso, foram observadas reducdo na incidéncia da doenca na
medida que as plantas apresentavam um bom crescimento e rendimento em
condicbes de campo. Este fato pode estar relacionado com as propriedades

promotoras do crescimento vegetal dos metabolitos de Trichoderma (GUO et al.,
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2021).

3.4.2 Bacillus spp. como agente de controle biolégico

As bactérias do género Bacillus sdo gram-positivas, heterogéneas, aerdbicas e
possuem a forma de bastonetes (FERREIRA; BETTIO, 2019). Sdo denominadas
rizobactérias promotoras de crescimento, por colonizarem as raizes das plantas e
promoverem o crescimento vegetal (CHOUDHARY; JOHRI, 2009). O processo de
colonizagdo das raizes por Bacillus spp., ocorre por quimiotaxia, no qual, a bactéria
apresenta genes quimiorreceptores que auxiliam no processo de estabelecimento e
interacdo benéfica com as plantas (HASHEM; TABASSUM; ABD-ALLAH, 2019).

Essas bactérias sdo interessantes na producdo agricola por serem resistentes a
condi¢cdes ambientais adversas, devido a formacao de endosporos, que sao estruturas
de resisténcia que conferem protecdo em altas temperaturas, dessecacgao e contato
com agentes quimicos, permitindo a sua sobrevivéncia em ambientes inGspitos até
encontrar condi¢cdes adequadas para se tornarem ativas e exercer seu papel benéfico
aos vegetais (NASCIMENTO, 2019).

Sao amplamente estudadas porque ao colonizar a rizosfera, atuam na producéo de
metabdlitos que estimulam o crescimento das plantas, auxiliando no processo de
solubilizacdo de nutrientes, como o fosforo, producdo de fitohormbnios, além da
protecdo contra patdgenos, através da inducédo de resisténcia, competicdo por espaco
e nutrientes, assim como a producdo de compostos antimicrobianos (ACHARI,
RAMESH, 2019).

A producdo de compostos antimicrobianos de Bacillus, como a surfactina, iturina e
fengicina sdo aumentadas ao entrar em contato com o patdgeno, desencadeando
resisténcia sistémica das plantas e garantindo maior prote¢éo vegetal (CHOWDHURY
et al., 2015). Cao et al. (2018) em experimento in vitro, isolaram 0s compostos que
foram secretados por duas cepas de B. velezensis contra R. solanacearum em tomate
e os identificaram através de cromatografia liquida de ultra-performance e detectaram

a presenca de iturina, fengicina e surfactina, que estavam relacionadas ao biocontrole.

Em estudo avaliando a murcha bacteriana no tabaco, Ahmed et al. (2022) realizaram
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experimentos in vitro e in vivo com B. amyloliquefaciens WS-10 para compreender a
formacdo de antimicrobianos e a incidéncia da doenca quando essa rizobactéria
interage com R. solanacearum, e notaram que B. amyloliquefaciens WS-10
apresentaram os lipopeptideos fengicina, iturina, surfactina e bacilomicina D, que s&o
enzimas que atuam na atividade antag6nica. Os mesmos autores notaram também
gue esta cepa ao entrar em contato com a planta, colonizou as raizes eficientemente,
formando biofilme e gerando os lipopetideos, o que proporcionou reducéo da doenca
em 72%.

Uma pesquisa avaliando o impacto de B. amyloliquefaciens, B. artrophaeus, B.cereus
e B. pumulis na fisiologia e inducdo de resisténcia de R. solanacearum em tabaco,
Tahir et al. (2017) verificaram que todos os Bacillus utilizados no experimento in vitro
inibiram R. solanacearum, mas a que apresentou maior halo de inibicdo foi B.
amyloliquefaciens e com menor halo foi B. pumulis. Os autores também avaliaram os
efeitos dos compostos organicos volateis (COV) em R. solanacearum e notaram que
estes compostos reduziram a viruléncia do patégeno, devido a uma reducdo da
motilidade e quimiotaxia de R. solanacearum, dois fatores essenciais para conferir a

viruléncia.

Embora medidas de controle biol6gico tenham sido desenvolvidas para controlar a
murcha bacteriana para a maioria das culturas hospedeiras, sao raros estudos no
Brasil com a cultura do tabaco. Assim, uma melhor compreensdo da acdo de
microrganismos como Trichoderma spp. e Bacillus spp. no controle de R.

solanacearum nesta cultura é necessaria.
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Efficiency of commercial products based on Trichoderma spp. and Bacillus spp. in
the control of Ralstonia solanacearum in Nicotiana tabacum L.
Eficiéncia de produtos a base de Trichoderma spp. e Bacillus spp. no controle de

Ralstonia solanacearum em Nicotiana tabacum L.

Manoela Guimarées Ferreira da Paz!, Eduardo Chumbinho de Andrade?, Leilane

Silveira D’Avila3

ABSTRACT

This study evaluated the efficacy of commercial products Biotrichomax® and Chevelle®,
based on Trichoderma spp. and Bacillus spp., in the control of R. solanacearum in vitro and in
vivo, as well as the synergistic effect of biological control associated with liming practice under
field conditions. The treatments used were: Chevelle® (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mL/L);
Biotrichomax® (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mL/L) and a combination of both products at the same doses.
The double-layer test was used to evaluate the antagonism of the commercial products with R.
solanacearum. The experimental design was completely randomized with twelve treatments
and three replications. After 48 hours of incubation, the formation of inhibition halo was
analyzed. Two field experiments were conducted in an area with a history of the pathogen. The
first experiment was carried out with treatments based on biological products, evaluating only
the disease incidence in different treatments. The second experiment used the same biological
treatments, but associated or not with the application of lime. The design of the first field
experiment was in randomized blocks, and the second was in randomized blocks in split-plot
design, with ten treatments and four replications. Both experiments had ten treatments and four
replications. Disease incidence was evaluated 50 days after transplantation. In the in vitro tests,

Biotrichomax® did not show any inhibition halo at any of the tested doses. The product
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Chevelle® showed inhibition halos at all concentrations, with the highest average inhibition
halo observed at the 2 mL/L concentration. The treatments combined with Chevelle® +
Biotrichomax® showed inhibition halos, but did not differ significantly from the treatments
with Chevelle® alone. However, in the field, the products did not demonstrate an effect on
disease incidence. The inclusion of liming resulted in a significant reduction in the incidence
of R. solanacearum compared to the area without liming. The data demonstrate that the use of
biological products associated with an increase in soil pH appears to be a promising practice
for the management of Tobacco wilt caused by R. solanacearum.

Key words: bacterial wilt, antagonism, Nicotiana tabacum L, biologicol control, liming

RESUMO

Este estudo avaliou a eficacia dos produtos comerciais Biotrichomax® e Chevelle® a base de
Trichoderma spp. e Bacillus spp., no controle de R. solanacearum in vitro e in vivo, bem como
avaliar o efeito sinérgico do controle bioldgico associado a pratica de calagem em condicdes de
campo. Os tratamentos utilizados foram: Chevelle® (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mL/L) ; Biotrichomax®
(0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mL/L) e a mistura dos dois produtos nas mesmas doses. Utilizou-se o teste
de dupla camada para avaliar o antagonismo dos produtos comerciais com R. solanacearum. O
delineamento foi inteiramente casualizado, com doze tratamentos e trés repeticbes. Apos 48
horas de incubacgédo, foi analisada a formacéo de halo de inibicdo. Foram realizados dois
experimentos em campo, em area com histérico do patdgeno. O primeiro experimento foi
realizado com os tratamentos a base de produtos biologicos, avaliando apenas a incidéncia da
doenca nos diferentes tratamentos. O segundo experimento utilizou-se 0s mesmos tratamentos
bioldgicos, porém associados ou ndo com a aplicacéo de calcério. O delineamento do primeiro
experimento em campo foi em blocos casualizados e o0 segundo em blocos casualizados em

parcelas subdividas no espago, com dez tratamentos e quatro repeticbes. Ambos experimentos
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tinham dez tratamentos e quatro repeti¢des. Avaliou-se a incidéncia da doenca aos 50 dias apds
o transplantio. Nos testes in vitro, Biotrichomax® néo apresentou halo de inibigdo em nenhuma
das doses testadas. O produto Chevelle® apresentou em todas as concentragdes, halo de
inibicdo, sendo que na concentra¢do 2 mL/L apresentou maior média do halo de inibi¢do. Os
tratamentos combinados com Chevelle® + Biotrichomax®, apresentaram halo de inibi¢éo, no
entanto ndo diferiram significativamente dos tratamentos com Chevelle®. J& em campo, 0s
produtos ndo demonstraram efeito na incidéncia da doenca. A incluséo da calagem resultou em
uma reducdo significativa na incidéncia de R. solanacearum em comparagdo com a area sem
calagem. Os dados demonstram que o uso de produtos biolégicos associados ao aumento do pH
do solo mostra-se uma pratica promissora para 0 manejo da murcha do Tabaco causado por R.
solanacearum.

Palavras-chave: murcha bacteriana, antagonismo, Nicotiana tabacum L., controle bioldgico,

calagem.

INTRODUCAO

O tabaco € um dos cultivos que apresenta grande importancia econdmica e social no
Brasil, pois contribui para a geracdo de empregos e renda, tendo em vista que a maior parte dos
trabalhos realizados na cultura sdo manuais, requerendo alta demanda por mdo de obra
(HILSINGER, 2016). O Brasil é o segundo maior produtor mundial, e a Bahia, especificamente
0 Recdncavo Baiano, é a principal regido produtora de tabaco destinado a producéo de charutos,
sendo reconhecida pela qualidade na producdo de folhas para esta finalidade (SANTOS;
DEPONTI, 2021).

O cultivo do tabaco apresenta problemas fitossanitarios que podem gerar grandes
prejuizos econdmicos devido ao comprometimento da producdo. Um exemplo que acomete

varios paises é a murcha bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum (MA et al., 2018).
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R. solanacearum apresenta grande diversidade genética, afetando muitas espécies de
plantas e com ampla distribuicdo geografica. A entrada na planta ocorre por ferimentos ou
aberturas naturais nas raizes, colonizando o xilema e provocando sua obstru¢do devido a
producdo de polissacarideos, acarretando na interrupgdo do fluxo de agua. Neste processo, a
planta comeca a apresentar amarelecimento, murcha de folhas, necrosamento e a morte da
planta (TAHIR et al., 2017; LOWE-POWER; KHOKHANI; ALLEN, 2018).

Uma das praticas que leva ao aumento da populacdo de R. solanacearum é o uso
intensivo do solo, que impacta negativamente seus atributos fisicos, quimicos e bioldgicos,
resultando na piora na qualidade do solo. Na cultura do tabaco, diversas solugdes vém sendo
debatidas para 0 manejo de R. solanacearum, como desenvolvimento de variedades resistentes,
rotagdo de culturas, corregdo do solo e controle bioldgico (O’BRIEN, 2017; MA et al., 2018).
No entanto, a obtencdo de variedades resistentes € um processo complexo, principalmente no
que concerne ao impacto na qualidade final do produto. Assim, corre¢do do solo associado ao
controle bioldgico se tornam alternativas viaveis e acessiveis para serem testadas nos cultivos.

A correcdo do solo, via aplicacdo de calcério, reduz a acidez do solo, impactando na
diversidade microbiana do solo. Em experimentos com tabaco LI et al. (2017) comprovaram
gue a murcha bacteriana teve crescimento acelerado em solos com pH entre 4,5 e 5,5 e que 0
crescimento de bactérias antagonistas como Bacillus cereus foram inibidos em condicdes de
solos acidos.

Entende-se por controle bioldgico como a aplicagdo de microorganismos antagonistas
que atuam sobre o patdgeno através de efeitos diretos como competicdo, parasitismo e antibiose
ou indiretos como a indugdo de resisténcia (AXEL et al., 2012; O’BRIEN, 2017). Diversos
estudos tém sido conduzidos para avaliar o potencial de uso de Trichoderma spp. e Bacillus

spp. no controle de R. solanacearum em culturas como tomate, banana e tabaco, encontrando
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resultados promissores (TAHIR et al., 2017; KONAPPA et al., 2018; CAO et al., 2018;
KARIUKI, MUTITU E MUIRU, 2020; GUO et al., 2021).

Apesar de se observar boas perspectivas no uso de agentes de controle biolégico contra
R. solanacearum, ndo ha registro de pesquisas com tabaco nas condi¢des do Recdncavo baiano.
Desta forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial de uso do controle bioldgico
de Ralstonia solanacearum na cultura do tabaco no Recéncavo baiano, e se ha interacéo

sinérgica do controle bioldgico associado a préatica de calagem em condicGes de campo.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e analise para identificacdo da espécie

As plantas de tabaco com sintomatologia de murcha bacteriana foram coletadas nas
areas de plantio com alta severidade da doenca, na Fazenda Capivari, no municipio de
Governador Mangabeira- BA. As amostras foram enviadas para o Laboratdrio de diagnéstico
Fitossanitario Agrondmica, no Rio Grande do Sul, para identificacdo da espécie.
Isolamento de Ralstonia solanacearum

Com a identificacdo da espécie, as plantas foram encaminhadas para a Clinica
Fitossanitaria da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB). Os caules foram
cortados, mergulhados em alcool 70%, hipoclorito de sddio 0,5% e lavados com &gua destilada
por 30 segundos para cada etapa (ALFENAS; MAFIA, 2016). Apds este processo, 0S
fragmentos foram repicados em placas de Petri contendo meio Agar nutriente e incubados a
25°C por 48 horas no escuro. Apés o0 crescimento em meio de cultura, preparou-se suspensao
concentrada em agua estéril de R. solanacearum, que foi mantida em temperatura ambiente

(ROMEIRO, 2005).

Teste de concentragéo dos produtos bioldgicos
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Foram enviadas amostras dos produtos biolégicos Chevelle® e Biotrichomax® para o
laboratorio Agrondmica no Rio Grande do Sul. Este laboratério foi responséavel pelo teste de

concentragéo e pureza.

Experimento in vitro para estudo de atividade antagonica

O teste de antagonismo foi feito no laboratério da Clinica Fitossanitaria da UFRB,
utilizando dois produtos biolégicos comerciais, sendo Chevelle® (Koppert), a base de Bacillus
amyloliquefaciens com 1 x10'° UFC/g e Biotrichomax® (Dillon bioctecnologia) composto por
Trichoderma aspeerellum, T. harzianum e T. koningiopsis com 1 x10* UFC/mL e a mistura
deles em diferentes dosagens, compondo doze tratamentos, com trés repeti¢cdes, com quatro
coldnias por repeticdo. O produto Chevelle® foi preparado por meio da diluicdo em agua na
proporcéo de 1 g/mL. Os tratamentos utilizados foram: Chevelle® 0,5 mL/L, 1,0 mL/L; 1,5
mL/L, 2,0 mL/L; Biotrichomax® a 0,5mL/L, 1,0 mL/L, 1,5mL/L, 2,0 mL/L; a mistura dos dois
produtos nas mesmas doses e 0s controles contendo somente a bactéria R. solanacearum em
meio de cultura e os produtos nas concentrac@es indicadas sem a presenca do patdgeno.

Uma aliquota de 10 uL de cada tratamento foi transferida para uma placa de Petri em
quatros pontos equidistantes contendo meio agar nutriente. As placas foram incubadas por 48
horas, a 28 °C, até apresentar crescimento. Em cdmara de fluxo laminar as placas foram
invertidas e cada tampa foi forrada com discos de papel filtro de 90 mm. Com auxilio de uma
micropipeta foi adicionado 1 mL de cloroférmio aos discos de papel para cessar o crescimento
bacteriano. Apds 20 minutos os discos de papel foram removidos e as placas voltadas para a
posi¢do normal com as tampas entreabertas por 30 minutos para a eliminacéo dos residuos de
cloroférmio (KAWAGUCHI; KONDO; INOUE, 2012).

Preparou-se uma suspensao de R. solanacearum isolada de tabaco na concentragéo de

1 x 108 UFC/mL de onde retirou-se 25uL que foram adicionados a 5 mL de meio agar nutriente.
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O meio com R. solanacearum foi sobreposto ao meio que continha os tratamentos. Apos 48
horas de incubacdo, foi analisado formacéo de halo de inibicdo e medicéo de seu comprimento
com auxilio de régua. O delineamento foi inteiramente casualizado, com doze tratamentos e

trés repeticOes, sendo que em cada repeti¢do havia quatro col6nias por placas.

Experimento de campo e manejo da cultura

O experimento de campo foi realizado em campos de cultivo continuo de tabaco, com
alta incidéncia de R. solanacearum no municipio de Governador Mangabeira- BA
(12°38°27.02°’S, 39°04°03.52°0).

Foram realizados dois experimentos de campo em épocas distintas. O experimento 1
foi implantado no dia 22/11/2021 ficando no campo até 11/02/2022. A dosagem utilizada foi
de 1 g/ L de &gua do produto comercial Chevelle® e 1,0 mL/ L de agua do produto comercial
Biotrichomax®, cujo modo de aplicagéo foi via drench.

O experimento 2 foi implantado em 13/01/2022 ficando no campo até 01/04/2022.
Neste experimento foi utilizada a dosagem de 2g/ L de agua do produto comercial Chevelle®
e 2,0 mL/ L de agua do produto comercial Biotrichomax®, com aplicacdo dos produtos via
drench. O delineamento foi em blocos casualizados em parcela subdivida no espago, com as
plantas cultivadas no solo sem calcario e com calcario (1000 kg/ha) nas parcelas e os controles
bioldgicos nas subparcelas, com quatro repeticdes. A descri¢cdo dos tratamentos esta descrita
abaixo:

TO= Testemunha

T1= Biotrichomax® aplicado pré-plantio

T2= Biotrichomax® aplicado po6s-plantio

T3= Biotrichomax® aplicado pré e pds-plantio

T4= Chevelle® aplicado pré-plantio
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T5= Chevelle® aplicado pds-plantio

T6= Chevelle® aplicado pre e pds-plantio

T7= Biotrichomax® + Chevelle® aplicado pré-plantio

T8= Biotrichomax® + Chevelle® aplicado pos-plantio

T9= Biotrichomax® + Chevelle® aplicado pré e pds-plantio

Em todos os experimentos as avaliagcbes foram realizadas quanto a incidéncia da
doenca (n° de plantas com sintomas de murcha), sendo contabilizadas o total das plantas doentes
aos 50 dias ap6s o transplante. Abaixo segue o célculo da incidéncia de acordo com ZHOU et
al. (2021):

numero de plantas com Ralstonia * 100

% incidéncia =
0 numero total de plantas

Classificacao das folhas de tabaco quanto a qualidade

A partir dos 55 dias, quando as folhas comegaram o processo de maturacdo, foi
realizada a colheita, secagem e fermentacdo. Ao término da fermentacdo, avaliou-se a qualidade
das folhas destinadas para a capa de cigarrilhas por trés especialistas em tabaco, considerando
aspectos visuais e sensoriais. Na andlise sensorial, a variavel analisada foi sabor, com os niveis

bom, toleravel e ruim.

Analises estatisticas

Para o experimento in vitro, empregou-se modelos lineares generalizados (MGL), com
distribuicdo binomial e funcdo de ligacdo logit, e as inferéncias da analise de deviance
(ANODEV) foram baseadas na estatistica do Qui-quadrado. Para verificar as amplitudes de
diferencas entre os tratamentos foram empregados testes de comparacgdes multiplas de médias

com ajuste de Tukey, com corre¢cdo de intervalo de confianca pelo método Sidak, pacotes
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emmeans (LENTH et al., 2021) e multcompView (GRAVES et al., 2020). As anélises foram
executadas no software R versdo 4.0.2 (R Core Team, 2020).

Para o comprimento do halo, utilizou-se os testes estatisticos ndo parameétricos como
o teste de Kruskal-Wallis e Wilcoxon. As andlises foram executadas no software R verséo 4.0.2
(R Core Team, 2020).

Os resultados dos experimentos de campo foram submetidos a anélise de variancia, e
teste Scott- Knott a 5% de significancia por meio do software R versdo 4.0.2 (R Core Team,

2020).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antagonica in vitro

A concentracdo do produto comercial, de acordo com a analise realizada pelo
laboratdrio Agrondmica, estava abaixo do indicado no rétulo (1 x 10** UFC/mL), apresentando
4,7x 10° UFC/ mL. A reducio da concentracdo de unidade formadora de coldnia, pode ter sido
um fator que também influenciou no teste de antagonismo, ja que que em experimento in vitro
YAN; KHAN (2021), notaram que com a utilizacdo de metabolitos extraidos de Trichoderma
harzianum na concentracdo de 180 mg/L, houve formacao de halo de inibi¢do de 20,2 mm. Em
relacdo a interacdo dos agentes de controle biolégico, sabe-se que espécies diferentes
apresentam efeito antagbnico distinto, sendo assim, a interacdo de mais de uma espécie na
mesma formulag&o pode ter influenciado no controle in vitro de R. solanacearum.

Quanto a atividade antagbnica in vitro, ndo houve formacdo de halo para os
tratamentos com Biotrichomax®, independente das doses do produto (Tabela 1). Este resultado
difere da pesquisa de REVATHI et al. (2017), que ao realizar experimento in vitro verificaram
que o controle biolégico com Trichoderma harzianum houve formagéo de halo de inibi¢gdo com
14 mm, muito embora, T. harzianum foi menos eficaz quando comparado a outros agentes de

biocontrole. Fatores como concentragdo do produto comercial, viabilidade do fungo e a
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interacdo do agente de controle biolégico com o patdgeno, podem ter interferido neste
resultado.

Em todos os tratamentos com Chevelle® houve formagéo de halos de inibicdo, sendo
que a dose 2 mL/L foi a que formou halos com maior média do comprimento com 13,75 mm %
3,877, embora ndo tenha diferido estatisticamente do tratamento com a menor dose do produto
comercial (0,5 mL/L) (Tabela 1). O antagonismo evidenciado pode ser atribuido ao papel de
antibiose de Bacillus spp. que ao entrar em contato com R. solanacearum, pode ter estimulado
a producao de lipopeptideos que garantiu o efeito supressor in vitro no patégeno. Em um estudo
com dois isolados de Bacillus contra R. solanacearum, CAO et al. (2018) evidenciaram que ao
utilizar B. velezensis, houve formacdo de lipopeptideos como iturina e fengicina, que
promoveram agdo antagonica contra R. solanacearum.

Ao se avaliar os resultados da mistura de Chevelle® + Biotrichomax® nas diferentes
concentracdes, observou-se que a probabilidade de ocorrer a formacdo de halo é de 83,3%
(Tabela 2) guando tratada com Chevelle® 1,5 mL/L+ Biotrichomax® 1,5 mL/L, sendo o
tratamento que apresentou maior comprimento do halo com 16,125 mm + 2,906 (Tabela 1),
muito embora ndo tenha diferido estatisticamente dos tratamentos com Chevelle® 2,0 mL/L
(13,75 mm + 3,877), Chevelle® 1,0 mL/L + Biotrichomax® 1,0 mL/L, (12,917 mm % 3,06);
Chevelle® 2,0 mL/L + Biotrichomax® 2,0 mL/L (12,208 mm + 3,076). Como os tratamentos
com Chevelle® puro ndo diferiram significativamente dos tratamentos com a mistura de
Chevelle® e Biotrichomax®, e os tratamentos com o uso isolado de Biotrichomax® ndo
formaram halos, comprova-se que a adi¢gdo do Biotrichomax® néo apresentou efeito sobre R.
solanacearum. Diferente do teste antagbnico feito por ZHOU et al. (2021), que observaram
reducdo do crescimento de R. solanacearum quando associaram T. virens e B. velezensis. Os
autores notaram que a combinacdo dos agentes de controle bioldgico resultou em maior

atividade antimicrobiana contra o patdgeno quando comparado ao uso individual, o que
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atribuem ao aumento de atividades enziméaticas que atuam nas respostas defensivas ao

patégeno.

Incidéncia de R. solanacearum em campo

Nos ensaios & campo, o resultado do experimento 1 (Tabela 3) demonstrou que nédo
houve diferenca estatistica quanto a incidéncia de R. solanacearum nos diferentes tratamentos
com controle bioldgico (p-valor de 0,08), assim como no experimento 2 (p- valor de 0,25). O
percentual de incidéncia média no experimento 1 foi 89,53% (Tabela 3), enquanto que nos
experimentos 2 e 3 foram 82,62% e 69,73%, respectivamente (Tabela 4). Estes resultados
diferem do estudo conduzido por AHMED et al. (2022), que ao realizar experimento in vivo
com tabaco, notaram que o tratamento com Bacillus amyloliquefaciens cepa WS-10 apresentou
efeito contra R. solanacearum, reduzindo a incidéncia da doenga. TAHIR et al. (2017) em
pesquisa com a cultura do tabaco para controle de R. solanacearum, verificaram que B.
amyloliquefaciens, apresentou melhor resultado, pois essa bactéria antagonista libera
compostos organicos volateis que além de atuarem inibindo o patégeno, promovem resisténcia
sistémica através de estimulos de tolerancia. Similarmente, GUO et al. (2021) evidenciaram
gue metabdlitos produzidos por T. harzianum apresentaram atividade antibacteriana in vitro e
in vivo, sendo que in vivo houve reducéo da severidade da doenca.

E complexo compreender as causas de ndo ter ocorrido o controle em campo, e uma
série de fatores podem estar associados, como a tecnologia de aplicacdo, condic¢Ges de solo,
viabilidade do produto, potencial de inoculo do patégeno no solo, interacdo entre os produtos
de biocontrole e patdgeno, ou a interagdo entre todos eles.

O método de aplicacdo pode ndo ter sido o mais adequado, sendo que neste
experimento, a aplicagdo foi via drench, com o produto localizado mais superficialmente. O

tempo e o numero de aplicacdes, podem ter impactado também nos resultados, pois sabe-se que
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quanto antes for aplicado o agente de controle biolégico melhor é o desempenho contra
patogenos de solo (FIGUEIREDO, 2005; MILANESI, 2012). As caracteristicas do solo assim
como o manejo adotado influenciam nas populagbes de microrganismos, favorecendo ou
inibindo o crescimento. A selecdo das cepas comerciais também pode ter impactado nestes
resultados, tendo em vista que existem diversos isolados de uma mesma espécie, que apesar de
serem morfologicamente parecidos, sdo distintos fisiologicamente e apresentam mecanismos
de acdo diferentes.

O percentual de incidéncia média no experimento 2, apresentou diferenca estatistica
na parcela com calcério (p-valor de 0,03), apresentando menor incidéncia média de R.
solanacearum com 69,73% (Tabela 4). Na Figura 2 nota-se que apesar dos tratamentos de
controle bioldgico ndo apresentarem diferenca estatistica, apresentaram médias de incidéncia
menor nas parcelas com calcario. A redugdo da incidéncia da doenca no experimento 2, nas
parcelas que houve a aplicacdo de calcério, pode ter sido em funcdo do aumento do pH do solo,
que permite a melhor absorcdo de nutrientes pelas plantas, reducéo de estresse e resisténcia a
patdgenos, assim como aumento da populacdo de microorganismos antagonistas. LI et al.
(2017) em experimento com tabaco com solos coletados durante quatro anos em condigdes
acidas, observaram que a doenca se desenvolveu rapidamente em solos com pH entre 4,5 a 5,5,
no qual genes de viruléncia foram favorecidos, assim como o crescimento de bactérias

antagonistas como Bacillus cereus e Pseudomonas fluorescens € inibido.

Analise de qualidade das folhas de Tabaco
A classificacdo das folhas quanto a qualidade foi avaliada sensorialmente por trés
especialistas em tabaco (Tabela 5). Nota-se que os tratamentos com aplicacdo em pré-plantio

com Biotrichomax® (T1) e Chevelle® (T4) foram os Unicos que nédo interferiram no parametro
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sabor. As folhas receberam a mesma avaliagdo do tratamento controle (bom), entretanto ainda

resultaram em uma pequena diferenca na parte sensorial da folha.

CONCLUSAO

Dentre os produtos comerciais testados in vitro Chevelle® apresentou antagonismo a
R. solanacearum nas dosagens 0,5 mL/L, 1,0 mL/L, 1,5 mL/L e 2,0 mL/L.

Em campo ndo foi observado efeito dos produtos bioldgicos, aplicados de forma
isolada ou conjunta, na reducdo da incidéncia de R. solanacearum.

Em geral, 0 emprego da calagem resultou na reducdo da incidéncia média da doenca
nos tratamentos.

No que se refere a qualidade do produto cujo parametro analisado foi o sabor, 0s
tratamentos com aplicagdo pré-plantio com Biotrichomax® (T1) e Chevelle® (T4) foram os

Unicos que nao apresentaram alteracdo no sabor.
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Figura 1 — Antagonismo in vitro pelo método de difusdo de dupla camada contra Ralstonia
solanacearum. (A) Chevelle® na concentragéo de 2 mL/L, (B) mistura dos produtos comerciais

com Chevelle® + Biotrichomax® na dose de 1,5 mL/L.
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Figura 2 — Boxplot da incidéncia média de R. solanacearum em plantas cultivadas com e sem

calcario e com aplicacao de controle bioldgico no experimento 2. C (calcario); S (sem calcario).



Tabela 1: Média do comprimento (mm) do halo de inibic&o.

Tratamentos Média + erro padrédo
Testemunha 0
Biotrichomax® 0,5 mL/L 0
Biotrichomax® 1,0 mL/L 0
Biotrichomax® 1,5 mL/L 0
Biotrichomax® 2,0 mL/L 0
Chevelle® 0,5 mL/L 8,583 + 2,464 abc
Chevelle® 1,0 mL/L 1,875 + 1,599 cd
Chevelle® 1,5 mL/L 6,208 £2,819  bcd
Chevelle® 2,0 mL/L 13,75+ 3,877 a
Chevelle® 0,5 mL/L + Biotrichomax® 0,5mL/L 1,542 +1,086 d
Chevelle® 1,0 mL/L + Biotrichomax® 1,0 mL/L 12917+ 3,06 ab
Chevelle® s 1,5 mL/L + Biotrichomax® 1,5 mL/L 16,125+£2,906 a
Chevelle® 2,0 mL/L + Biotrichomax® 2,0 mL/L 12,208 £3,076 ab

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem estatisticamente pelo teste de

Wilcoxon, (nivel significancia=0.05).
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Tabela 2: Probabilidade de formagé&o de halo em relagéo aos tratamentos empregados.

Probabilidade (%) de
formacdo de halo

Testemunha 0

Tratamentos

Biotrichomax® 0,5 mL/L 0
Biotrichomax® 1,0 mL/L 0
Biotrichomax® 1,5 mL/L 0
Biotrichomax® 2,0 mL/L 0

Chevelle® 0,5 mL/L 58.33 AB

Chevelle® 1,0 mL/L 8.33 C

Chevelle® 1,5 mL/L 33.33 ABC

Chevelle® 2,0 mL/L 58.33 AB

Chevelle® 0,5 mL/L + Biotrichomax® 0,5 mL/L 16.67 BC

Chevelle® 1,0 mL/L + Biotrichomax® 1,0 mL/L 66.67 AB

Chevelle® 1,5 mL/L + Biotrichomax® 1,5 mL/L 83.33 A

Chevelle® 2,0 mL/L + Biotrichomax® 2,0 mL/L 66.67 AB

Probabilidades seguidas por letras distintas nas colunas diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey, ajustado pelo método de Sidak (nivel significancia=0.05).
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Tabela 3: Incidéncia de R. solanacearum no experimento de campo 1 (periodo 22/11/2021 a
11/02/2022) com a dosagem de 1g/L agua.

- Incidéncia da doenga R. solanacearum
Controle bioldgico

(%)
TO (testemunha) 90,7 a
Tl 93,47a
T2 91,62a
T3 93,54a
T4 89,69a
T5 86,55a
T6 93,45a
T7 89,01a
T8 84,72a
T9 82,51a

Probabilidades seguidas por letras distintas nas colunas diferem estatisticamente
pelo teste de Scott- Knott a 5% de significancia.
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Tabela 4: Incidéncia de R. solanacearum no experimento de campo 2, em plantas cultivadas
sem e com calcario e com aplicacdo de controle biologico.

Incidéncia de R. solanacearum %

Tratamentos . —
Sem calcério Com calcario

TO (testemunha) 77,65 a 62,41 a

T1 75,64 a 77,43 a

T2 82,15 a 80,07 a

T3 82,48 a 78,10 a

T4 75,07 a 54,07 a

T5 85,42 a 60,68 a

T6 77,99 a 71,25 a

T7 89,89 a 75,43 a

T8 90,56 a 73,99 a

T9 89,41 a 63,96 a

Meédias 82,62 a 69,73 b
CV 1 (%) 20,06
CV 2 (%) 18,95

Probabilidades seguidas por letras distintas nas linhas e nas colunas diferem estatisticamente
pelo teste de Scott-Knott, (nivel significancia=0.05)



Tabela 5: Teste de qualidade do tabaco dos experimentos de campo

Tratamentos Sabor*

TO (testemunha) Bom
T1 Bom
T2 Toleravel
T3 Toleravel
T4 Bom
T5 Ruim
T6 Ruim
T7 Ruim
T8 Ruim
T9 Ruim

52

*Avaliacdo do sabor por teste de fumada, considerando os parametros, bom, toleravel e ruim

dos dois experimentos de campo.
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4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que o produto
comercial Chevelle®, a base de Bacillus amyloliquefaciens, demonstrou potencial
inibitério contra Ralstonia solanacearum em condi¢Bes de laboratorio. A dose mais
eficaz foi de 2 mL/L, resultando na formag¢do de um halo de inibicdo ao redor das
culturas bacterianas. O produto comercial Biotrichomax®, ndo apresentou efeito

inibitério contra R. solanacearum nas concentracdes testadas.

Em campo nédo foi observado efeito dos produtos biolégicos, aplicados de forma

isolada ou conjunta, na reducédo da incidéncia de R. solanacearum.

O emprego da calagem levou a reducao da incidéncia média da doenca, indicando
gue a calagem pode ser uma estratégia complementar promissora para reduzir a
incidéncia de R. solanacearum na cultura do tabaco no Recdncavo baiano. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para explorar outras opc¢des de controle

biolégico e determinar a melhor abordagem para o manejo dessa doenca.
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