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USO DE LEVEDURAS PARA O CONTROLE DA PODRIDAO DA ESCAMA EM
CEBOLA

1. Resumo

A cebola (Allium cepa L.) é uma das hortalicas mais produzidas no mundo. No Brasil,
a cebolicultura representa uma atividade agricola de grande importancia socioeconémica e
atingiu, em 2017, uma producdo de 1.726.600 toneladas de bulbos. Essa cultura pode ser
acometida por diversas doencas, como a podriddo das escamas. Seu manejo € desafiador,
pois a doenca é causada por bactérias do complexo Burkholderia cepacia, que possuem
ampla distribuicdo e sdo naturalmente encontradas na rizosfera da cultura. Dessa forma,
objetivou-se por meio deste estudo avaliar o controle bioldgico de B. cenocepacia com
leveduras em tratamento pds-colheita dos bulbos de cebola. Foram utilizados neste estudo
cinco isolados de leveduras (LMS, LMA, CC-2, CC-5 e CA-6) e trés isolados de B.
cenocepacia com diferentes niveis de agressividade, todos encontram-se depositados na
Colecdo de Culturas do Laboratdrio de Fitobacteriologia da UFRPE. Os bulbos de cebola
foram perfurados com alfinete entomoldgico e tratados com suspensdes de leveduras a
concentragéo de 1,5 x 108 cel mL separadamente até o ponto de escorrimento. Apos 24h do
tratamento, realizou-se a inocula¢do com a deposicdo de 20uL de suspensdo bacteriana a
0,54 x 108 UFC mL™* sobre a perfuragdo, incubando-se com camara Umida a temperatura
ambiente (25° C+2) por 48.h. Os bulbos foram avaliados quanto ao periodo de incubacéo
(PI) e aseveridade (SE) nos periodos de 24h e 48h ap6s a inoculacdo. O periodo de incubacao
variou entre 2 a 3 horas e todos os tratamentos com leveduras atuaram no controle da
severidade da doenca nas primeiras 24h, o melhor o tratamento foi a levedura CA-6, porém
os resultados ndo se mantiveram em 48h. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que
o controle bioldgico com leveduras possui eficiéncia no controle da severidade da doenca

apenas nas primeiras 24h apds inoculagdo de B. cenocepacia.
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2. Introducéo

A cebola (Allium cepa L.) é uma espécie bienal, com fase vegetativa e a producédo de
bulbos no primeiro ano, e fase reprodutiva no segundo ano, € uma planta herbacea da familia
Alliaceae, parente de outras importantes hortaligas cultivadas como o alho (A. sativum) e a
cebolinha (A. schoenoprasum), sendo cultivada desde 3 000 a.C. e é uma das hortalicas mais
produzidas e no mundo (COSTA et al., 2002; EADY, 1995)

No ano de 2016 a produgdo mundial de cebola atingiu 93 milhdes de toneladas, os
maiores produtores s&o a China, india, Egito e Estados Unidos (FAO, 2016). No Brasil a
cultura da cebola representa uma atividade agricola de grande importancia socioeconémica,
e atingiu em 2017 uma producéo de 1 726 600 toneladas, onde os maiores estados produtores
foram Santa Catarina, Bahia e Minas Gerais (COSTA et al., 2002; IBGE, 2017).

A nivel regional, o Nordeste apresenta a terceira maior producao de cebola do pais
(IBGE, 2017). O seu cultivo foi introduzido no Vale do Séo Francisco na década de 40 onde
expandiu-se para as margens do Rio Sdo Francisco, abrangendo os Estados da Bahia e
Pernambuco (COSTA et al., 2002). A regido Nordeste é a unica regido brasileira capaz de
ofertar o produto durante todos os meses do ano devido as condic¢des climaticas favoraveis
ao desenvolvimento da cultura, permitindo que os produtores programem suas safras para
0s meses de menor oferta no mercado interno das regides Sul e Sudeste, e consequentemente,
atingem melhores precos de mercado (ARAUJO; CORREIA, 2007).

A cultura da cebola é atingida por diversas doencas, incluindo as de origem
bacteriana, como a podriddo das escamas. Esta doenca € caracterizada pelo apodrecimento
dos catafilos mais externos, adquirindo aparéncia Umida, amarelada e odor avinagrado,
causada por bactérias do complexo Burkholderia cepacia (JACCOUD FILHO et al.,1987).
O género Burkholderia pertence ao filo Proteobacteria, classe Burkholderiales e familia
Burkholderiacea, € composto por bactérias gram negativas, aerébicas e monotriquias
(KADO, 2010)

O complexo é composto por 21 diferentes espécies, porém intimamente relacionadas
a B. cepacia (MARTINA et al.,2018; VANLAERE et al., 2009). Essas bactérias possuem
faixa de temperatura 6tima de desenvolvimento 30-35°C, apresentam distribuicéo

generalizada e também s@o encontradas como patégenos humanos oportunistas, séo



naturalmente encontradas na rizosfera de cebola e no solo dos campos de cultivo, podendo
gerar perdas de até 50% na comercializa¢do dos bulbos (JACOBS et al.; 2008; MISHRA et
al. 2014).

As medidas de controle para fitobacterioses baseiam-se na prevencdo da doenca ou
de condicBes favoraveis a sua ocorréncia (SANTOS et al., 2016). No caso da podriddo das
escamas dentre as medidas de maior impacto encontra-se 0 uso de material propagativo
sadio, evitar ferimentos, o manejo da irrigacdo e a escolha do método de irrigacdo, 0s
maiores indices de ocorréncia desta doenca sdo encontrados no sistema por aspersao
(MISHRA et al., 2014; SANTOS et al., 2016; TEVIOTDALE et al., 1989).

Uma das alternativas no controle de fitobacterioses é o controle bioldgico, ele
consiste na utilizacdo intencional de organismos vivos introduzidos ou ja residentes, para
suprimir as atividades e popula¢Ges de um ou mais patdgenos de plantas (PAL et al.,2006;
SANTOS et al., 2016). Isso pode envolver o uso de inoculantes microbianos, ou o
gerenciamento de solos para promover as atividades combinadas de organismos nativos
associados ao solo e as plantas que contribuem para a supressédo geral (PAL et al.,2006).
Estudos revelam resultados promissores no controle bioldgico da podriddo mole em couve-
chinesa (MELLO et al., 2011) e de Acidovorax citrulli na cultura do meldo com o uso de
leveduras (MELO et al., 2015).

O manejo da podriddo das escamas da cebola é desafiador, uma vez que é causada
por um complexo de espécies de ampla distribuicdo e naturalmente encontrado no rizosfera
da cultura, e ndo existem defensivos agricolas registrados (AGROFIT, 2018). Desta forma
o controle biolégico pode ser uma importante ferramenta no manejo desta doenca. As
leveduras surgem como uma classe de microrganismos estudada no controle biolégico, elas
fazem parte do ambiente de uma maneira geral, e atuam no controle de doencas de plantas
como agentes protetores de infeccbes (CASTORIA et al., 1997; EL- TARABILY,
2004; VALDEBENITO - SANHUEZA et. al., 2000) Assim, objetivou-se por meio deste
estudo avaliar o controle biologico da podridao das escamas da cebola causada por isolados

de B. cenocepacia por meio de leveduras.



3. Material e métodos

3.1. Obtencéo dos isolados e cultivo de Burkholderia e leveduras.

Trés isolados de Burkholderia cenocepacia foram obtidos na Colecdo de Culturas do
Laboratorio de Fitobacteriologia da UFRPE. Os isolados CCRMBC38, CCRMBC46 e
CCRMBC11 foram selecionados apds teste de agressividade, como representantes de alta,
intermediaria e baixa agressividade respectivamente. O patdgeno foi cultivado em meio
NYDA (10g de dextrose, 3 g de extrato de carne, 5 g de extrato de levedura,5g de peptona,
18 g de agar e 1000 mL de agua destilada) e incubado por 36h a 28°C. Os in6cuos foram
preparados suspendendo-se 0 crescimento bacteriano em agua destilada esterilizada (ADE)
e ajustados com auxilio de fotocolorimetro para a concentracdo equivalente a 0,54 x 108
UFC mL™.

Foram utilizados neste estudo cinco isolados de leveduras (LMS, LMAL, CC-2, CC-
5 e CA-6) depositados na Colecdo de Culturas do Laboratério de Fitobacteriologia da
UFRPE. As leveduras foram cultivadas em meio SDA (40g de dextrose, 10g de neopeptona,
179 de agar e 1000mL de agua) suplementado com 1,5 g.L! de extrato de levedura e 50
mg.L incubadas por 48h a 28°C. As suspensdes de leveduras foram preparadas com ADE
e ajustadas a concentracéo de 1,5 x 108 cel. mL usando camara de Neubauer.

3.2. Protecao dos bulbos com leveduras

Bulbos de cebola foram lavados em &gua corrente, retirados os catafilos secos e apds
secagem em temperatura ambiente eles foram perfurados com alfinete entomolodgico e
tratados com suspensdes de leveduras separadamente, até o ponto de escorrimento. Apds
24h do tratamento, realizou-se a inoculacdo com a deposicdo de 20uL de suspensdo
bacteriana sobre a perfuracgéo, incubando-se com cdmara imida a temperatura ambiente (25°
C+2) por 48h.

Foram avaliados o periodo de incubacéao (PI), calculado pelo numero de horas entre
a inoculacdo e o surgimento dos sintomas da doenca, e a severidade (SE), estimada pela
medicdo das lesdes com auxilio de um paquimetro nos periodos de 24h e 48h apds a

inoculagdo com o patdgeno.



O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial duplo
(cinco leveduras e trés isolados de B. cenocepacia), com quatro repeti¢fes, sendo cada

repeticdo constituida por dois bulbos, contendo um ponto de inoculacédo em cada bulbo.

3.3. Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Diferenca Minima Significativa (DMS) (P<0.05). As analises
foram realizadas com auxilio do programa AgroStat - (FCAV - UNESP)

4. Resultados e Discussao

O periodo de incubacdo variou de 2 a 3 horas nos tratamentos e testemunha. A anélise
estatistica mostrou que ndo houve interacdo entre os isolados de B. cenocepacia e 0s

tratamentos com leveduras as 24 e 48 h.

A severidade avaliada as 24 h apds inoculacdo (Tabela 1) mostrou que o tratamento
mais eficiente foi com a levedura CA-6, os demais tratamentos ndo diferiram entre si, porém
apresentaram severidade inferior a testemunha. Durante as primeiras 24h todos o0s
tratamentos atuaram na reducdo de severidade da doenca. Entretanto, o resultado néo se
manteve ap6s 48h de inoculacdo, quando o tratamento com a levedura CA-6 apresentou
severidade superior a da testemunha, e os demais tratamentos apresentaram severidade igual

a testemunha (Tabela 1) (Figura 1).

E sabido que competicdo por espaco e nutrientes é o principal mecanismo de acéo
das leveduras no controle biolégico (DROBY et al., 1992; ARRAS et al., 1998). Os
antagonistas microbianos absorvem nutrientes mais rapidamente do que patdgenos,
estabelecem-se e inibem a fase de germinacédo do patdgeno no local da ferida (SHARMA et
al.,2009).

A colonizacdo das leveduras neste estudo foi facilitada pela realizacdo de ferimento
com alfinete entomoldgico nos bulbos no momento da pulverizacéo dos tratamentos. Assim,
esperava-se que o tecido ferido fosse facilmente colonizado pelas leveduras, protegendo os

bulbos da acdo da bactéria, 0 que foi percebido somente durante as primeiras 24h apos
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inoculacdo. Bactérias do complexo B. cepacia sdo encontradas na rizosfera da cebola,
diferentemente das leveduras utilizadas neste experimento (ndo isoladas de bulbos de
cebola), acredita-se que os resultados obtidos foram originados de uma natural vantagem

que estas bactérias possuem no ambiente de competicdo com o agente antagonista utilizado.

Tabela 1. Severidade avaliada as 24h e 48h apds inoculagéo de B. cenocepacia

Severidade*

Tratamento 24h 48h
CA-6 6,33 c 17,22 a
CC-5 9,12 b 13,97 ab
LMS 8,60 b 12,41 bc
CC-2 8,24 b 12,39 bc
LMA1L 8,21 b 9,57 c
Testemunha 11,26 a 12,06 bc
DMS (5%) 1,87 3,71

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Diferenca
Minima Significativa a 5%

Figura 1. Bulbos de cebola ap6s 48h de inoculacdo de B. cenocepacia. A- bulbo tratado 24h

antes da inoculacdo com suspenséo de levedura CC-5; B- bulbo tratado com levedura CA-
6; C- bulbo tratado com levedura CC-2, D- bulbo tratado com levedura LMA; E- bulbo

tratado com levedura LMS e T- testemunha, bulbo nado tratado com levedura.



5. Conclustes

Os resultados obtidos com o uso de leveduras para o controle biologico da podridao
das escamas em cebola revelaram a eficiéncia no controle da severidade da doenca apenas

nas primeiras 24h apoés a inoculagdo de B. cenocepacia.
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