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RESUMO GERAL

A cebola (Allium cepa L.) € acometida por uma série de doencas que podem causar grandes
perdas. Dentre as principais doencas que afetam esta cultura, destaca-se a podriddo bacteriana
das escamas, causada por espécies do complexo Burkholderia cepacia. A doenca se destaca nas
regibes produtoras do semiarido do Nordeste brasileiro por apresentar-se amplamente
disseminada, ocorrer no campo e na fase de pds-colheita e causar perdas de até 50% da
producdo. Na regido semiarida do Nordeste brasileiro, somente B. cenocepacia, B. orbicola, B.
semiarida, e B. sola foram detectadas dentre as espécies do CBC associadas a doenga, sendo as
duas ultimas espécies recentemente descritas. Assim, esse estudo teve como objetivos
selecionar gendtipos de cebola resistentes a B. semiarida e B. sola, e avaliar a reacdo de
isolados dessas especies ao cobre. Foram inoculados quatro isolados de B. semiarida e um
isolado de B. sola em bulbos de cebolas comerciais para avaliacdo de agressividade dos
isolados. Posteriormente, a reacdo de 44 gendétipos de cebola a podriddo de escamas foi
avaliada utilizando o isolado mais agressivo de cada espécie, sendo selecionados 28 gendtipos
resistentes a B. semiarida e 30 genotipos a B. sola. Em seguida, os trés isolados mais agressivos
de B. semiarida e o isolado mais agressivo de B. sola foram inoculados em bulbos de cebola
dos genotipos selecionados para avaliacdo da estabilidade da resisténcia. Dezesseis gendtipos
mantiveram a resisténcia a B. semiarida e 30 gendtipos a B. sola. Os genotipos Alfa Séo
Francisco, Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta
Cristal, BRS Rio Verde, Carrancas, Crioula Mercosul, IPA 10, IPA 2, Juporanga, Primavera,
Primeiro, Rainha e Sdo Paulo mantiveram-se estaveis para as duas espécies, demonstrando o
potencial desses gendtipos como fontes promissoras de resisténcia a podriddo das escamas.
A concentracdo minima inibitéria foi determinada pela avaliacdo da sensibilidade ao cobre
usando os trés isolados mais agressivos de B. semiarida e o isolado de B. sola. Foram analisadas
solugBes de sulfato de cobre nas concentrag@es finais de 0, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mg.L !
de Cu?*. N&o houve crescimento bacteriano nas concentracdes a partir de 300 e 400 mg.L* de
Cu?* para B. semiarida e B. sola, respectivamente. Para avaliar a atividade do cobre sobre os
isolados, duas repeti¢des de cada tratamento foram selecionadas ao acaso, e em seguida, 10 pL
foram inoculados em catafilos de cebola comerciais. Simultaneamente, 100 pL do tratamento
também foram plaqueados em placas de Petri com meio de cultura NYDA. Os catafilos
inoculados ndo apresentaram sintomas e ndo foi observado o crescimento bacteriano em placa
de Petri nas concentragdes de 300 e 400 mg.L* de Cu?*, para B. semiarida e B. sola,
respectivamente. Em seguida, a reacdo de 19 isolados de B. semiarida e 1 isolado de B. sola foi
avaliada em placas de Petri com meio minimo suplementado com 200 e 300 mg.L™* de Cu?®* e
300 e 400 mg.L ™ de Cu?*, respectivamente. N&o foi observado crescimento bacteriano em
placas nas concentrages de 300 e 400 mg.L* de Cu?* para os isolados de B. semiarida e B.
sola. Por fim, bulbos de cebola foram pulverizados com cobre utilizando as concentraces 300
mg.L? de Cu?* para B. semiarida e 400 mg.L de Cu?" para B. sola e inoculados com 10 uL
das suspensOes de quatro isolados mais agressivos. A diferenca de severidade da podriddo em
escamas entre os bulbos tratados e ndo tratados com cobre néo foi significativa (P>0,05) para
as duas espécies. Conclui-se que 15 genoOtipos apresentaram resisténcia a isolados das duas
espeécies estudadas e o cobre demonstrou atividade bactericida in vitro sobre as duas espécies
bacterianas a partir da concentracio de 300 e 400 mg.L™! de Cu?" para os isolados de B.
semiarida e B. sola, respectivamente, mas ndo demonstrou reacdo in vivo nas concentragoes
avaliadas.

Palavras-chave: Allium cepa; Complexo Burkholderia cepacia; Controle quimico; Podridao
das escamas.



GENERAL ABSTRACT

Onion (Allium cepa L.) is affected by a series of diseases that can cause great losses. Among
the main diseases that affect this crop, sour skin, caused by species of the Burkholderia cepacia
complex (Bcc) stands out in the semi-arid producing regions of northeastern Brazil because it
is widely disseminated, occurs in the field and in the post-harvest phase, and causes losses of
up to 50% of production. In the semi-arid region of northeastern Brazil, only B. cenocepacia,
B. orbicola, B. semiarida, and B. sola were detected among the disease-associated BCC species,
the last two species being recently described. Thus, this study aimed to select onion genotypes
resistant to B. semiarida and B. sola, and to evaluate the reaction of strains of these species to
copper. Four strains of B. semiarida and one strain of B. sola were inoculated into commercial
onion cataphylls to evaluate the aggressiveness of the strains. Subsequently, the reaction of 44
onion genotypes to sour skin was evaluated using the most aggressive strain of each specie,
selecting 28 genotypes resistant to B. semiarida and 30 genotypes to B. sola. Then, the three
most aggressive strains of B. semiarida and the most aggressive strain of B. sola were
inoculated into onion bulbs of the selected genotypes to evaluate resistance stability. Sixteen
genotypes maintained resistance to B. semiarida and 30 genotypes to B. sola. The Alfa S&o
Francisco, Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta
Cristal, BRS Rio Verde, Carrancas, Crioula Mercosul, IPA 10, IPA 2, Juporanga, Primavera,
Primeiro, Rainha and S&o Paulo genotypes remained stable for both species, demonstrating the
potential of these genotypes as promising sources of resistance to sour skin. The minimum
inhibitory concentration was determined by assessing copper sensitivity using the three most
aggressive B. semiarida strains and one B. sola strain. Copper sulfate solutions were analyzed
at final concentrations of 0, 100, 200, 300, 400, 500 and 600 mg.L ™ of Cu?*. There was no
bacterial growth at concentrations from 300 and 400 mg.L ™! of Cu?* for B. semiarida and B.
sola, respectively. To evaluate the activity of copper on the strains, two repetitions of each
treatment were randomly selected, and then, 10 puL were inoculated into commercial onion
cataphylls. Simultaneously, 100 pL of the treatment were also plated in Petri dishes with NYDA
culture medium. Inoculated cataphylls did not show symptoms and bacterial growth was not
observed in Petri dishes at concentrations of 300 and 400 mg.L* of Cu?*, for B. semiarida and
B. sola, respectively. Then, the reaction of 19 strains of B. semiarida and 1 strain of B. sola was
evaluated in Petri dishes with minimal medium supplemented with 200 and 300 mg.L* of Cu?*
and 300 and 400 mg.L ! of Cu?*, respectively. No bacterial growth was observed on plates at
concentrations of 300 and 400 mg.L™* of Cu?* for B. semiarida and B. sola strains. Finally,
onion bulbs were sprayed with copper using concentrations of 300 mg.L™* of Cu?" for B.
semiarida and 400 mg.L ! of Cu?* for B. sola and inoculated with 10 uL of suspensions of the
four most aggressive strains. The difference in sour skin severity between bulbs treated and not
treated with copper was not significant (P>0.05) for the two species. It was concluded that 15
genotypes showed resistance to strains of the two studied species and copper showed
bactericidal activity in vitro on both bacterial species from the concentration of 300 and 400
mg.L~* of Cu?* for the strains of B. semiarida and B. sola, respectively, but showed no reaction
in vivo at the evaluated concentrations.

Keywords: Allium cepa; Burkholderia cepacia complex; Chemical control; Sour skin.
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SELECAO DE GENOTIPOS DE CEBOLA RESISTENTES A PODRIDAO DAS
ESCAMAS E REACAO DE ISOLADOS DE Burkholderia semiarida E B. sola
AO COBRE

INTRODUCAO GERAL

1. A cultura da cebola

A cebola (Allium cepa L.) esta presente em quase todos os continentes (KUNZ et al.,
2009), caracterizando-se como a terceira hortalica de maior valor agregado do mundo, apenas
atras do tomate (Solanum lycopersicum L.), e da batata (Solanum tuberosum L.) (EL BALLA
et al., 2013). Em relacdo ao volume de producdo e valor econdmico, a cultura é de grande
importancia entre as hortalicas cultivadas no Brasil (RESENDE; COSTA, 2007; BAIA, 2019).
A cebola é consumida principalmente in natura, na forma de saladas, e como condimento ou
tempero (COSTA; RESENDE, 2007; VELEZ 2017). Essa hortalica apresenta elevado valor
nutricional e caracteristicas como sabor, pungéncia, aroma e propriedades terapéuticas (KUNZ
et al., 2009), e também se destaca no Brasil pela grande importancia socioeconémica e como a
cultura mais produzida dentro do género Allium.

O género Allium faz parte da classe Monocotyledoneae, ordem Asparagales e Familia
Alliaceae. Este género inclui uma série de espécies horticolas, como A. cepa L. (cebola), A.
fistulosum L. (cebolinha), A. sativum L. (alho), A. ampeloprasum L. (alho-porro) e A. tuberosum
L. (cebolinha chinesa) (RESENDE; KIILL; SOUZA, 2016; VELEZ 2017).

A cebola é nativa das regides temperadas, que atualmente incluem Afeganistdo, Ird e a
antiga Unido Soviética (KUNZ et al., 2009). Por mais de 5000 anos esta hortalica foi cultivada,
e ndo é mais encontrada em sua forma selvagem. As espécies mais proximas sdo A. galanthum
L. e A. vavilovii L., que podem ser encontradas em suas formas selvagens nos centros de origem
descritos acima, com exce¢do do Ird (GOLDMAN; HAVEY; SCHROECK, 2000; VELEZ
2017). Os principais produtores mundiais no ano de 2021 detectados foram China, india, Egito
e Estados Unidos, os quais produziram juntos cerca de 53 milhdes de toneladas (FAO, 2021).
Por sua vez, o Brasil apresenta-se em nono lugar no ranking dos 10 maiores produtores de
cebola do mundo (FAO, 2014).

De acordo com o ultimo registro nacional sobre a producdo de cebola no Brasil,

em 2021 foram produzidas aproximadamente 1.640.628 toneladas de bulbos, destacando-se
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Santa Catarina como maior estado produtor do Brasil, com uma producdo de 481.233 toneladas.
No Nordeste, destacam-se 0s Estados de Bahia e Pernambuco como os maiores produtores da
regido, os quais produziram respectivamente 260.399 e 61.739 toneladas, representando 97,7%
da producéo regional (IBGE, 2023).

No Nordeste brasileiro, a regido do submeédio do Vale do Séo Francisco é considerada
grande produtora de cebola. Os principais municipios de Pernambuco produtores desta hortalica
sdo Belém do Sao Francisco, Cabrobd, Lagoa Grande, Orocd, Petrolandia, e Santa Maria da
Boa Vista. Por sua vez, no estado da Bahia, os principais municipios produtores de cebola séo:
Abaré, Casa Nova, Curaca, Itaguacu, Juazeiro e Sento Sé (RESENDE; COSTA, 2016). Fora da
vizinhanga do Submédio do Vale do S&o Francisco, a cebolicultura também é praticada nos
municipios baianos de Irecé, Jodo Dourado e Mucugé (OLIVEIRA et al., 2019; VELEZ 2021).

A regido Nordeste possui a vantagem de ser a Unica regido brasileira que oferta o
produto durante todos os meses do ano devido as condig¢Oes climéaticas favoraveis ao
desenvolvimento da cultura, como temperatura e fotoperiodo adequados (SILVA, 2016). No
Vale do Séo Francisco, ainda sdo cultivadas bastante as cultivares IPA 10, IPA 11 e um pouco
da Texas Grano-502. As novas cultivares hibridas sdo distribuidas de acordo com os dias do
ano, sendo dias curtos, intermediarios e longos. Para cultivares de dias curtos e intermediarios
o plantio é realizado de abril a julho e dias longos de agosto a marco. Materiais de dias
intermediarios e curtos recomenda se 0s materiais precoces ou intermediarios com ciclo
variando entre 90 e 110 dias da primeira rega até a colheita. Sao cultivares de coloracdo amarela,
como Aguarius, Andrébmeda, Samurai, 1205, Atacama, 5605, Nomad, Podium, e coloracao roxa
Mata Hari, Sofire e Rubi. Para dias longos, as cultivares Fernanda, Serena, Canarana e Campo
Lindo de coloracdo amarela, bem como as cultivares de coloragdo roxa Gamay e Rio Vermelho
sdo recomendadas para regido Nordeste (Informac&o verbal)®.

Apesar da alta producdo de cebola no Brasil, existem problemas fitossanitarios que sao
fatores limitantes para a cultura se ndo forem adotadas medidas de manejo adequadas. A cultura
da cebola pode ser acometida por diversas doencas que podem ser causadas por fungos,
bactérias, virus e nematoides (GAVA; TAVARES, 2016). Dentre as doencas causadas por
bactérias, a podriddo das escamas da cebola causa grandes perdas econémicas (BEER et al.
2012; BAIA, 2019).

! Noticia fornecida por Dr. Willams José de Oliveira, por e-mail.
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2. Podriddes das escamas da cebola

A podriddo das escamas da cebola é uma doenga de ampla distribuicdo (WOODELL
FILHO; BOFF, 2006). A doenca tem sido observada em areas de cultivo de diversos paises,
como Estados Unidos, Japdo e Brasil (BURKHOLDER, 1950; SOTOKAWA; TAKIKAWA,
2004; OLIVEIRA et al., 2017; VELEZ, 2021). No Brasil, tem sido identificada oficialmente
nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Minas Gerais (MALAVOLTA JR. et
al., 2008), Bahia e Pernambuco (OLIVEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019; BAIA et al.,
2021; VELEZ et al., 2023).

O termo “podriddo das escamas” tem sido utilizado como uma nomenclatura generalista
atribuida podridées em bulbos de cebola causadas por bactérias de diferentes géneros e
espécies, cuja sintomatologia e nome da doenca podem mudar conforme a bactéria envolvida
(SILVA et al., 2018). As principais bactérias associadas a doenca séo espécies do complexo
Burkholderia cepacia (CBC), como B. cenocepacia Vandamme et al. (OLIVEIRA et al., 2017),
B. orbicola (MORALES-RUIZ et al., 2022), B. cepacia (Palleroni e Holmes) Yabuuchi et al.,
B. semiarida Velez et al., B. sola Velez et al. (VELEZ, et al., 2023), B. gladioli pv. alliicola
(Burkholder) Young et al., Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula (BAIA et al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2019); WORDELL FILHO et al., 2006) e Serratia marcescens Bizio
(MARQUES et al., 1994). Quando a podridédo é causada pelas espécies do CBC, a doenga tem
como nome habitual camisa d’agua ou podriddo bacteriana das escamas, pois a deterioragédo
ocorre nas camadas mais externas do bulbo. BURKHOLDER, 1950; SILVA et al., 2018).

Dentre as diferentes podriddes identificadas, destaca-se a podriddao bacteriana das
escamas, a qual apresenta-se como uma doenca amplamente disseminada, que ocorre no campo
e também na fase de pobs-colheita, podendo causar até 50% de prejuizos a producdo
(WORDELL FILHO; BOFF, 2006; BAIA, 2019). O primeiro assinalamento no mundo dessa
doenca foi realizado por Burkholder em 1950. Nessa ocasido, 0 autor observou a doenca em
campos de producéo de cebola no estado de Nova York, nos Estados Unidos. Devido ao cheiro
perceptivel de vinagre nos bulbos doentes, o autor chamou a doenga de “sour skin”
(BURKHOLDER, 1950; OLIVEIRA, 2019). A podriddo das escamas tem sido associada a
espécies do CBC, como B. ambifaria, B. cenocepacia, B. cepacia, B. orbicola, B. pyrrocinia
(TSUJI; KADOTA, 2020; BAIA et al., 2021). Na regido semiarida do Nordeste brasileiro, B.
gladioli pv. alliicola (OLIVEIRA et al., 2019), B. cenocepacia, B. orbicola (OLIVEIRA et al.,

2017; BAIA et al., 2021) tém sido observadas de forma predominante nos municipios
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produtores dos Estados da Bahia e Pernambuco. Além disso, duas novas espécies do CBC foram
recentemente identificadas nessa regido, a saber: B. semiarida e B. sola (VELEZ et al., 2023).

A doenca apresenta sintomas caracteristicos de uma podriddo viscosa, de coloracao
amarelada a marrom claro, firme, podendo haver a quebra de uma ou poucas escamas internas
do bulbo (MOHAN, 1995). As escamas adjacentes as infectadas podem permanecer firmes e,
embora sejam observadas podridGes nas escamas individualmente, todo o bulbo é
comprometido (DAVIS et al., 2014; ROBERTS, 2013). Em geral, a infec¢do ocorre no campo
apos a formacéo dos bulbos devido a disseminacao das bactérias pelo solo ou dgua de irrigacgéo,
mas também pode ocorrer durante o armazenamento (PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001).
Na presenca de ferimentos, temperatura ideal (30 e 35°C) e presenca de agua livre, os danos
causados pela podriddo das escamas podem ser mais graves (DAVIS, et al., 2014). Além disso,
acontece grande parte das perdas durante o armazenamento (PARKE; GURIAN-SHERMAN,
2001). Nesse contexto, os ferimentos causados durante o manejo da cultura e colheita ou quando
as folhas secam durante a maturacéo dos bulbos, séo modo de penetracdo das bactérias (DAVIS,
etal., 2014).

Para 0 manejo da doenca, € importante ter conhecimento prévio da etiologia e
epidemiologia da doenga. Assim, as medidas de controle dependem da identificacdo adequada
do agente causal envolvido, pois, do contrario, essas medidas podem ocasionar perda de tempo
e dinheiro, levando a perdas ainda mais consideraveis. Portanto, o correto diagnéstico da doenca
e a identificacdo de seu agente causal sdo fundamentais para o resultado do controle (SILVA,
et al., 2018). O manejo da podriddo das escamas em cebola deve ser realizado de forma
preventiva (REIS; HENZ; LOPES, 2015). Por ser um patdgeno que penetra por meio de
ferimentos, deve-se ter o méximo cuidado nos tratos culturais durante o ciclo da cultura e no
manuseio de bulbos durante a colheita e no armazenamento, evitando-se qualquer impacto que
possa comprometer a integridade das escamas ou ferir as folhas préximo ao pescocgo
(WORDELL FILHO; BOFF, 2006).

Além disso é aconselhavel usar bulbos e sementes sadias, evitar 0 excesso de umidade
no solo, evitar o uso de ferramentas agricolas onde a doenca foi detectada, realizar rotagcdo com
as espécies de outras familias botanicas, controlar pragas, eliminar plantas com sintomas em
campo e descartar bulbos colhidos que apresentam sintomas, colher bulbos apenas de estagio
correto de maturacgéo, e armazenar os bulbos em baixas temperaturas, com baixa umidade do ar
e em locais ventilados (ROMEIRO, 2000; GAVA; TAVARES, 2016; VELEZ, 2017). Também
é recomendado o uso de préticas que reduzam a chance de contaminacdo da agua de irrigacéo

com essa bactéria e a eliminacdo dos bulbos infectados deve ser realizada antes do
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armazenamento, pois a doenga pode ser disseminada de bulbos infectados para bulbos sadios
(SILVA, et al., 2018).

O uso de cultivares resistentes € o método de controle mais eficaz, econdémico e seguro
por diminuir o0 uso de agroquimicos e € compativel com outras praticas de manejo de doencas
de plantas (CAMARGO, 2011; VELEZ 2017). De acordo com Gava e Tavares, ndo existem
variedades comprovadamente resistentes a podriddo em escamas, 0 que poderia diminuir
consideravelmente as perdas causadas pela doenca (GAVA; TAVARES, 2016). No entanto,
estudo recente analisou a tolerancia de 58 gendtipos de cebolas a trés isolados de B. gladioli pv.
alliicola, e demonstrou que 37 genotipos apresentaram niveis de tolerancia a esta bactéria,
contudo apenas sete apresentaram estabilidade na tolerancia aos trés diferentes isolados deste
patdgeno. Diante desses resultados, os autores concluiram que esses sete gendtipos se
apresentam como fontes promissoras tolerantes a podriddo escorregadia da cebola, podendo ser
utilizados em programas de melhoramento visando a obtengdo de variedades de cebola com
resisténcia a doenca (VELEZ et al., 2020). Além disso, em estudo recente de avaliacdo de
resisténcia de 44 genotipos de cebola a isolados de B. cenocepacia e B. orbicola, as quais
predominam nas principais areas produtoras da regido Nordeste do Brasil (BAIA et al., 2021),
foi demonstrado que sete genotipos se mantiveram uma resisténcia estavel a ambas as espécies

bacterianas, os caracterizando como fontes promissoras de resisténcia a doenca (SILVA, 2023).

3. Caracteristicas do complexo Burkholderia cepacia

Burkholderia cepacia foi descrita pela primeira vez em 1950 por Burkholder causando
podriddo bacteriana das escamas de cebola no estado de Nova York, sendo classificada
inicialmente como Pseudomonas cepacia. Contudo, o epiteto P. cepacia perdeu a sua validade
apos ter sido excluido da “Approved Lists of Bacterial Names” em 1980 (SKERMAN et al.,
1980), sendo revivido no ano seguinte por Palleroni e Holmes (1981). Posteriormente, 0 género
Burkholderia foi proposto para acomodar espécies de Pseudomonas que formavam o grupo Il
de homologia rRNA-DNA (YABUUCHI et al. 1992), ocasido em que P. cepacia foi
reclassificada como B. cepacia. Apos seu relato em cebola, os isolados de B. cepacia também
passaram a ser associados a ambientes clinicos, solo, plantas e agua de rio (PALLERONI;
HOLMES, 1981; VANDAMME et al., 1997). Além disso, diversos estudos revelaram
heterogeneidade consideravel entre estes isolados (BEVIVINO et al., 1994; BUTLER et al.,
1995; GILLIS etal., 1995; SIMPSON et al., 1994; TABACCHIONI et al., 1995; TYLER et al.,
1995; YOHALEM; LORBER, 1994).
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A diversidade entre os isolados classificados como B. cepacia e a falta de métodos de
identificacdo confiaveis levaram a realizacdo de um estudo taxonémico polifasico que revelou
que isolados de B. cepacia obtidos a partir pacientes com fibrose cistica, de outras amostras
clinicas humanas e do ambiente pertenciam a pelo menos cinco espécies gendmicas distintas,
passando a serem chamadas coletivamente de complexo B. cepacia (CBC) (VANDAMME et
al., 1997).

O complexo Burkholderia cepacia (CBC) é atualmente formado por um grupo versatil
de 26 espécies intimamente relacionadas (MARTINA et al., 2018; MORALES-RUIZ et al.,
2022; VELEZ et al., 2023), que podem ser satisfatoriamente identificadas usando analise de
sequéncia multilocus (MLSA) com genes housekeeping (BAIA et al., 2021; PEETERS et al.,
2013; TSUJI; KADOTA, 2020) e estudos genémicos (SANTOS et al., 2018; VANLAERE et
al., 2009; WALLNER et al., 2019). As bactérias do complexo B. cepacia possuem a forma de
bastonetes, sdo Gram negativas, aerdbicas, oxidase positiva, possuem células mdveis que
medem de 1,6 a 3,2 um por 8 a 10 um, apresentando um ou mais flagelos polares. Elas
pertencem ao filo Proteobacteria, classe das Betaproteobacteria, familia Burkholderiaceae e ao
género Burkholderia (MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN; DOWSON, 2008). A
temperatura 6tima de crescimento ocorre a 37°C, mas podem crescer até 42°C.

Todas as espécies do complexo B. cepacia possuem um grande genoma, variando de 6
e 9 Mb, uma caracteristica genética responsavel pela sua capacidade em causar doenca em
diferentes organismos e capacidade de sobreviver em diferentes ambientes
(MAHENTHIRALINGAM;BALDWIN; DOWSON, 2008). Além disso, 0 genoma varia de
dois a quatro cromossomos de diferentes tamanhos, contendo um grande nimero de sequéncias
de insercdo (MOREIRA; SILVA;ABRAHAO, 2010). Adicionalmente, as espécies presentes no
CBC, podem ser encontradas nos mais variados ambientes, como em 4&gua de rios
(VANDAMME et al., 1997), solo (MARTINA et al., 2018), plantas (endofiticamente ou
causando doenca) (GILLIS et al., 1995), ambiente hospitalar (MARTINA et al., 2018) e
humanos (COENYE et al., 2001), (VANDAMME et al., 2003).

B. cenocepacia é subdividida em quatro linhagens filogenéticas caracterizadas como
A, I1IB, HIC e 111D (VANDAMME et al., 2003). Até o momento, apenas a linhagem 111B foi
associada causando podriddo das escamas (OLIVEIRA et al., 2017). Estudos recentes
mostraram que B. cenocepacia é abundante na rizosfera de varias culturas economicamente
importantes (BALANDREAU et al., 2001; FIORE et al., 2001). B. cenocepacia abriga isolados
virulentos e transmissiveis, que estdo associados a alta mortalidade entre pacientes com fibrose
cistica (MAHENTHIRALINGAM et al., 2001), sendo as linhagens I1A e IlID as mais
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encontradas em amostras clinicas (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000; VANDAMME et al.,
2003), enquanto a linhagem I11B é encontrada em ambientes clinicos e habitats naturais, como
rizosfera de cebola, banana e milho, bem como no solo (MAHENTHIRALINGAM et al., 2000;
VANDAMME et al., 2003). Por sua vez, a linhagem IIC foi encontrada apenas no solo até o
momento (VANDAMME et al., 2003).

Além disso, duas novas espécies do CBC foram recentemente identificadas nessa
regido, a saber: B. semiarida e B. sola (VELEZ et al., 2023). B. semiarida foi classificada com
este epiteto para fazer uma aluséo ao fato de terem sido obtidos isolados desta espécie causando
podriddo das escamas da cebola no semiarido do Nordeste brasileiro, enquanto o epiteto B. sola
reflete o fato de que apenas um isolado desta espécie foi obtido nesta regido.

4. Fontes de resisténcia a doencas em cebola

Aumentar a produtividade agricola é o principal objetivo dos programas de
melhoramento genético, cuja visao é fornecer alimentos para uma populacdo que cresce a cada
ano e em um mundo de area limitada. 1sso pode ser feito diretamente e indiretamente. A forma
direta ocorre através do desenvolvimento de variedades altamente produtivas, enquanto a forma
indireta ocorre pela obtencdo de variedades resistentes (FERREIRA, 2006).

A resisténcia genética refere-se a capacidade de algumas espécies de plantas em
suprimir, reduzir ou retardar lesdes e danos causados por patégenos. Além disso, a resisténcia
¢ caracterizada por sua natureza dinamica e coordenada, dependendo da expressdo de seus
mecanismos em uma sequéncia logica, depois do contato do patdgeno com o hospedeiro. Nesse
sentido, a resisténcia apresenta-se como um sistema multicomponente, onde seu nivel resulta
da soma das contribuicbes individuais dos diferentes mecanismos de resisténcia
(PASCHOLATI; LEITE, 1995).

Do ponto de vista ambiental, o uso de cultivares resistentes € o método de controle mais
eficaz, econdémico e seguro por diminuir o0 uso de agroquimicos e ser compativel com outras
praticas de manejo de doencas de plantas (CAMARGO, 2011; VELEZ 2017). No entanto, a
obtencdo de genotipos resistentes a doengas € um trabalho de grande complexidade, no qual
devem ser tracadas estratégias para gerar e manter alguns genotipos resistentes. Isso acontece
porgue os patdégenos desenvolvem estratégias que tem vantagens seletivas sobre o genétipo do
hospedeiro (MATTIELO; BARBEIRI; CARVALHO, 1997).

Em um programa de melhoramento, algumas etapas devem ser adotadas para obter uma

variedade com niveis satisfatorios de resisténcia genética. Dentre essas etapas, a identificagdo
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de genodtipos e de genes que conferem resisténcia em variedades das espécies a serem
melhoradas ou de espécies taxonomicamente relacionadas. Apés a etapa de identificacdo, os
genes de resisténcia devem ser transferidos para a variedade de interesse por um dos métodos
de hibridizacdo conhecidos, examinando-se o comportamento e distinguindo plantas resistentes
de plantas suscetiveis (FERREIRA, 2011; VELEZ 2017).

O Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) em parceria com a EMBRAPA
Semiarido e a EMBRAPA Hortalicas desenvolveram uma série de cultivares de cebola para a
regido Nordeste ao longo dos anos. A titulo de exemplo, destacam-se as cultivares das séries
IPA, Alfa Tropical e Alfa Sdo Francisco. Também foram realizados estudos de adaptagdo de
cultivares, com o objetivo de selecionar as mais produtivas, resistentes as principais doencas e
pragas, além de ser bem aceita pelo consumidor (SOUZA et al., 2008).

O melhoramento genético de cebola na regido Nordeste do Brasil tem sido executado
ininterruptamente desde o ano de 1972, contemplando cebolas roxas e amarelas, com o objetivo
de desenvolver cultivares dotadas de elevado potencial produtivo, nivel elevado de toleréncia
ao tripes (Thrips tabaci) e de resisténcia ao mal-de-sete-voltas (Collectrotrichum
gloeosporioides) e a raiz rosada (Pyrenochaeta terrestris), considerados como os principais
problemas fitossanitarios da regido Nordeste, assim como, a melhor conservacao pés-colheita,
pungéncia moderada e a boa adaptacdo as condi¢des ambientais locais (COSTA; CANDEIA;
ARAUJO, 1999; SOUZA et al., 2008).

Apesar da grande importancia da podriddo bacteriana das escamas causadas por
espécies de CBC na regido Nordeste, poucos estudos foram realizados até 0 momento para
avaliar a reacdo de genotipos de cebola a podriddo das escamas. Nesse contexto, foi
recentemente demonstrado que sete gendtipos (F2 (EHCEB 20151030 x EHCEB 20133015),
Cascuda T5, Crioula Mercosul, Juporanga, EHCEB 20111036, Cascuda T6 e EHCEB
20142028) apresentaram tolerancia a isolados de B. gladioli pv. alliicola (VELEZ et al., 2020).
Comportamento semelhante foi observado em relacdo a isolados de B. cenocepacia e B.
orbicola, sendo observados sete gendtipos (Baia Periforme Agroceres, Beta Cristal, BRS Rio
Verde, Crioula Mercosul, IPA 7, Primeiro e Rainha) com bons niveis de tolerancia a isolados
dessas espécies (SILVA, 2023).

5. Sensibilidade a cupricos

Os cUpricos sdo produtos quimicamente heterogéneos, apresentando largo espectro de

acdo antifungica e antibacteriana, baixa toxidez aos animais e ao homem, como por exemplo,
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o0 oxicloreto de cobre, hidréxido de cobre, 6xido cuproso e sulfato basico de cobre (KIMATI,
2011). Quanto & mobilidade, o fungicida cuprico é classificado como ndo penetrante, ou seja,
quando aplicado nas partes aéreas ndo é absorvido, ndo sendo translocado, permanecendo na
superficie da planta no local onde foi pulverizado, sendo possivel de ser lavado pela chuva
(REIS et al., 2010). Este fungicida protetor é capaz de inibir muitos processos enzimaticos,
atuando em diferentes lugares da célula, desde que ela possua atividade metabdlica, agindo
tanto na membrana como no protoplasma celular. As enzimas que 0s cupricos inibem so:
sacarase, catalase, arginase, asparaginase, betaglucosidase, entre outras (KIMATI, 1995).

Apesar de sua importancia nos processos bioldgicos, o cobre é considerado uma
substancia extremamente toxica para as células dos microrganismos, especialmente devido ao
sinergismo com diferentes substancias organicas (RESENDE, 1997; LOPES, 2002). Em altas
concentracdes, o cobre é capaz de gerar radicais livres que podem danificar o DNA e as
membranas lipidicas das células (SILVA, 2017). Além disso, essa toxicidade é causada
principalmente pelas propriedades intrinsecas do cobre, onde os ions livres sofrem reacGes de
ciclo redox alternando entre Cu (1) e Cu (1), aléem de resultar na transferéncia de elétrons para
0 peroxido de hidrogénio e a geracdo concomitante de radicais hidroxila que prontamente
atacam e danificam as biomoléculas celulares (SANTO; MORAIS; GRASS, 2010).

O cobre foi utilizado na medicina e na agricultura (BONDARCZUK; PIOTROWSKA-
SEGET, 2013) como componente de agentes antibacterianos, algicidas e fungicidas (LOFTIN
et al., 2005). O sulfato de cobre ja era utilizado com fungicida no século XIX, recomendado
para tratamento de sementes de trigo contra o carvao. Possuia alta solubilidade na agua e
penetrava em tecidos vegetais, sendo fitotoxico e, portanto, ndo era empregado em aplicacdes
nas folhagens (SOUZA, 2018). Em 1882, acidentalmente, foi descoberta a calda bordalesa pelo
botanico francés Pierre Marie Alexis Millardet, na regido de Bourdeaux na Franga no controle
de mildio em videira (IVO, 2008; SOUZA, 2018). E um insumo utilizado em hortas e pomares
organicos, devido a sua eficiéncia, principalmente em controlar varias doencas causadas por
fungos (mildio, ferrugem, requeima, pinta preta, cercosporiose, antracnose, manchas foliares,
podriddes, entre outras) em diversas culturas, tendo efeito secundario contra bacterioses (IVO,
2008). Ao contrario de uma ampla gama de fungicidas disponiveis para 0 manejo de doencas
fangicas, existem apenas alguns bactericidas disponiveis para proteger as culturas
(LAMICHHANE et al., 2018).

Os compostos antimicrobianos a base de cobre (CABCSs) sdo estritamente usados como
protetores, pois eles ndo tém atividade curativa ou sistémica. Esses compostos quando estdo em

contato com &gua e pH baixo, liberam lentamente ions de cobre que sdo toxicos para as células
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microbianas, reduzindo consideravelmente o acimulo de indculo e prevenindo a infec¢do
(LAMICHHANE et al., 2018).

Em geral, o cobre atua protegendo os tecidos vegetais contra infecgdes bacterianas e
reduzindo a populacdo bacteriana na superficie das folhas, exigindo varias aplicacfes do
produto para obter o controle adequado de doencas bacterianas (LEITE JUNIOR, 2000). Assim,
aplicacdes regulares de produtos cupricos caracterizam-se entre as principais praticas de manejo
integrado para o controle de doencas bacterianas, a exemplo do programa de manejo integrado
para a prevencao e o controle do cancro citrico causado por Xanthomonas citri pv. citri (Hasse)
Vauterin et al. desde o final da década de 80 no estado do Parana (LEITE JUNIOR, 2000), e
em casos de auséncia de produtos registrados para uso no controle de fitobacterioses (SILVA,
2017).

Aplicacdes continuas podem conferir resisténcia a fim de garantir a eficacia do cobre
(BEHLAU et al., 2013). De acordo com Silva, isolados resistentes ao cobre foram identificados
em varias bactérias fitopatogénicas (SILVA, 2017). Nos estudos recentes, ao avaliar a
sensibilidade de isolados de B. gladioli a produtos quimicos e bioldgicos, os autores
demonstraram que os isolados apresentaram resisténcia natural in vitro a produtos a base de cobre,
antibidticos e biologicos (SERRET- LOPEZ et al., 2021). Tendo em vista a resisténcia elevada
das espécies do CBC a vérios metais pesados (HIGGINS et al., 2020), estudos visando a
determinacdo do comportamento das espécies associadas a podriddo das escamas da cebola em
relacao ao cobre sdo destacados fundamentais. Portanto, este estudo teve como objetivos
selecionar gendtipos de cebola resistentes a podriddo bacteriana das escamas causada por

isolados de B. semiarida e B. sola e avaliar a reagdo desses isolados ao cobre.
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CAPITULO II

Selecéo de genotipos de cebola resistentes a podriddo das escamas e

reacao de isolados de Burkholderia semiarida e B. sola ao cobre
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RESUMO

A cebola (Allium cepa L.) esta sujeita a uma série de doencas que podem causar grandes perdas.
Dentre as principais doengas que afetam esta cultura, destaca-se a podriddo bacteriana das
escamas, causada por espécies do complexo Burkholderia cepacia. A doenca se destaca nas
regides produtoras do semiarido do nordeste brasileiro por apresentar-se amplamente
disseminada, ocorrer no campo e na fase de pds-colheita e causar perdas de até 50% da
producdo. Na regido semiarida do Nordeste brasileiro, somente B. cenocepacia, B. orbicola,
B. semiarida, e B. sola foram detectadas dentre as espécies do CBC associadas a doenca, sendo
as duas ultimas espécies recentemente descritas. Assim, esse estudo teve como objetivos
selecionar gendtipos de cebola resistentes a B. semiarida e B. sola, e avaliar a reacdo dos
isolados dessas espécies ao cobre. No inicio, 4 isolados de B. semiarida e 1 isolado de B. sola
foram inoculados em bulbos de cebolas comerciais para avaliacdo de agressividade dos
isolados. A reacdo de 44 gendtipos de cebola a podriddo de escamas foi avaliada
utilizando o isolado mais agressivo de cada espécie. Foram selecionados 28 genotipos
resistentes a B. semiarida e 30 gendtipos a B. sola. Em seguida, os trés isolados mais agressivos
de B. semiarida e o isolado mais agressivo de B. sola foram inoculados em bulbos de cebola
dos gendtipos resistentes selecionados no trabalho anterior. 16 genotipos apresentaram
resisténcia a B. semiarida e 30 genotipos a B. sola, enquanto os genétipos Alfa Sdo Francisco,
Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta Cristal, BRS Rio
Verde, Carrancas, Crioula Mercosul, IPA 10, IPA 2, Juporanga, Primavera, Primeiro, Rainha e
Sdo Paulo mantiveram-se estaveis para as duas especies justificando o potencial desses
gendtipos como fontes promissoras de resisténcia a podriddo em escamas a fim de uso em
programas de melhoramento visando a obtencéo de variedades de cebola resistentes a doenca.
A concentracdo minima inibitoria foi determinada pela avaliacdo da sensibilidade ao cobre
usando os trés isolados mais agressivos de B. semiarida e o isolado de B. sola a solugdes de
sulfato de cobre nas concentrag@es finais de 0, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mg.L* de Cu?*.
N&o houve crescimento bacteriano nas concentragdes de 300, 400, 500 e 600 mg.L ! de Cu?".
Duas repeti¢cdes de cada tratamento foram selecionadas ao acaso, e em seguida, catafilos de
cebola comerciais foram feridos e inoculados com 10 plL das suspensdes obtidas dos
tratamentos. Simultaneamente, 100 puL do tratamento também foram plaqueados em placas de
Petri com meio de cultura NYDA. Os catafilos inoculados ndo apresentaram sintomas e néo foi
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observado o crescimento bacteriano em placa a partir da concentragio de 300 e 400 mg.L™* de
Cu?*, confirmando a agdo bactericida do cobre. Em seguida, foram inoculadas em placas de
Petri com meio minimo complementado das solucdes de sulfato de cobre nas concentracdes de
200, 300 e 400 mg.L* de Cu?* suspensdes de 19 isolados de B. semiarida e 1 isolado de B.
sola. N&o foi observado crescimento bacteriano em placas nas concentracGes de 300 e 400
mg.L! de Cu?. Por fim, bulbos de cebola foram pulverizados com cobre utilizando as
concentracdes 300 e 400 mg.L ! de Cu?" e inoculados com 10 pL das suspensdes de quatro
isolados mais agressivos. A diferenca de severidade da podriddo em escamas entre 0s bulbos
tratados e ndo tratados com cobre ndo foi significativa (P>0,05) para as duas espécies. Conclui-
se que 15 genotipos apresentaram resisténcia a isolados das duas espécies estudadas e o cobre
demonstrou atividade bactericida sobre as duas espécies bacterianas a partir da concentracdo de
300 mg.L "t de Cu?* para os isolados de B. semiarida e 400 mg.L* de Cu?* para o isolado de B.
sola e também ndo demonstrou reacdo sobre os isolados de B. semiarida e B. sola.

Palavras-chave: Allium cepa; Complexo Burkholderia cepacia; Controle quimico; Camisa
d’agua.

ABSTRACT

Onion (Allium cepa L.) is subject to a series of diseases that can cause great losses. Among the
main diseases that affect this crop, sour skin, caused by species of the Burkholderia cepacia
complex (Bcc) stands out in the semi-arid producing regions of northeastern Brazil because it
is widely disseminated, occurs in the field and in the post-harvest phase, and causes losses of
up to 50% of production. In the semi-arid region of northeastern Brazil, only B. cenocepacia,
B. orbicola, B. semiarida, and B. sola were detected among the disease-associated BCC species,
the last two species being recently described. Thus, this study aimed to select onion genotypes
resistant to B. semiarida and B. sola, and to evaluate the reaction of strains of these species to
copper. Initially, 4 strains of B. semiarida and 1 strain of B. sola were inoculated into
commercial onion bulbs to evaluate the aggressiveness of the strains. The reaction of 44 onion
genotypes to sour skin was evaluated using the most aggressive strain of each specie. 28
genotypes resistant to B. semiarida and 30 genotypes to B. sola were selected. Then, the three
most aggressive strains of B. semiarida and the most aggressive strain of B. sola were
inoculated into onion bulbs of the resistant genotypes selected in the previous work. 16
genotypes showed resistance to B. semiarida and 30 genotypes to B. sola, while the genotypes
Alfa S&o Francisco, Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia Periforme Super Precoce,
Beta Cristal, BRS Rio Verde, Carrancas, Crioula Mercosul, IPA 10, IPA 2, Juporanga,
Primavera, Primeiro, Rainha and Sdo Paulo remained stable for both species, justifying the
potential of these genotypes as promising sources of resistance to onion sour skin in order to be
used in breeding programs aimed at obtaining varieties of disease resistant onion. The minimum
inhibitory concentration was determined by assessing copper sensitivity using the three most
aggressive strains of B. semiarida and the strain of B. sola to copper sulfate solutions at final
concentrations of 0, 100, 200, 300, 400, 500 and 600 mg.L™* of Cu?*. There was no bacterial
growth at concentrations of 300, 400, 500 and 600 mg.L* of Cu?*. Two replicates of each
treatment were randomly selected, and then commercial onion cataphylls were injured and
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inoculated with 10 uL of the suspensions obtained from the treatments. Simultaneously, 100
pL of the treatment was also plated in Petri dishes with NYDA culture medium. Inoculated
cataphylls did not show symptoms and bacterial growth on plaques was not observed from
concentrations of 300 and 400 mg.L* of Cu?*, confirming the bactericidal action of copper.
Then, suspensions of 19 strains of B. semiarida and 1 strain of B. sola were inoculated in Petri
dishes with minimal medium supplemented with copper sulfate solutions at concentrations of
200, 300 and 400 mg.L* of Cu?*. No bacterial growth was observed in plates at concentrations
of 300 and 400 mg.L™! of Cu?". Finally, onion bulbs were sprayed with copper using
concentrations of 300 and 400 mg.L™* of Cu?* and inoculated with 10 pL of suspensions of 4
most aggressive strains. The difference in sour skin severity between bulbs treated and not
treated with copper was not significant (P>0.05) for the two species. It was concluded that 15
genotypes showed resistance to strains of the two studied species and copper showed
bactericidal activity on both bacterial species from the concentration of 300 mg.L* of Cu?* for
strains of B. semiarida and 400 mg.L ~* of Cu?* for the B. sola strain and also showed no
reaction on the B. semiarida and B. sola strains.

Keywords: Allium cepa; Burkholderia cepacia complex; Chemical control; Water shirt.

A cebola (Allium cepa L.) estd presente em quase todos os continentes (Kunz et al.,
2009) e é a terceira hortalica de maior valor comercial do mundo, apenas atrds do tomate
(Solanum lycopersicum L.), e da batata (S. tuberosum L.) (El Balla et al., 2013). No Brasil, a
cebolicultura se destaca pela grande importancia socioecondmica e como a cultura mais
produzida dentro do género Allium (Kunz et al., 2009). Baseado nos dados disponiveis no
altimo registro sobre a producdo nacional de cebola, em 2021 foram produzidas
aproximadamente 1.640.628 toneladas de bulbos. Na regido Nordeste, os Estados de Bahia e
Pernambuco se destacaram como 0s maiores produtores, com respectivamente 260.399 e
61.739 toneladas de bulbos produzidos, o que representa 97,7% da producéo regional (IBGE,
2023).

Dentre as doencas que podem ocorrer na cebola, destaca-se a podridao bacteriana das
escamas por apresentar ocorréncia generalizada, ocorrer no campo e na fase de pos-colheita e
causar perdas de até 50% da producdo (WORDELL FILHO; BOFF, 2006). A doenca esta
associada a espécies do complexo Burkholderia cepacia (CBC), que atualmente é formado por
um grupo versatil de 26 espécies filogeneticamente relacionadas (Martina et al., 2018; Morales-
Ruiz et al., 2022; Velez et al., 2023), que podem ser satisfatoriamente identificadas usando
analise de sequéncia multilocus com genes housekeepings (Baia et al., 2021; Peeters et al.,
2013; Tsuji; Kadota, 2020) e estudos gendmicos (Santos et al., 2018; Vanlaere et al., 2009;
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Velez et al., 2023; Wallner et al., 2019). No Nordeste brasileiro, a diversidade de espécies do
CBC associadas a podriddo bacteriana das escamas foi recentemente estudada usando essas
ferramentas, sendo observada a ocorréncia de duas novas espécies do CBC casuadoras de
podridao bacteriana das escamas, as quais foram formalmente descritas como B. semiarida e B.
sola (Velez et al., 2023).

O uso de cultivares resistentes € um método de controle eficaz, econémico e compativel
com outras préaticas de manejo de doencas de plantas (Camargo, 2011). Nesse contexto, estudos
recentes analisaram o comportamento de genotipos de cebolas a B. gladioli pv. alliicola, agente
causal da podriddo escorregadia das escamas, sendo observado que sete gendtipos
apresentaram tolerancia estavel ao patégeno (Velez et al., 2020). Em outro estudo, a tolerancia
estavel a B. cenocepacia e B. orbicola também foi observada em sete gendétipos de cebolas
(Silva, 2023). Esses resultados indicam que existe uma alta probabilidade de serem encontrados
gendtipos de cebola com bons niveis de tolerancia a B. semiarida e B. sola, o que abriria boas
perspectivas para exploracdo de geno6tipos tolerantes a podridao das escamas em programas de
melhoramento.

Associado ao uso de de variedades resistentes, os fungicidas cupricos tém sido
utilizados para proteger o tecido vegetal contra as infeccOes bacterianas (Bondarczuk &
Piotrowska-Seget, 2013; Leite Janior, 2000). Portanto, considerando que a infeccdo na cebola
ocorre quando as bactérias do CBC colonizam os ferimentos em folhas jovens (Kawamoto e
Lorbeer, 1974), os fungicidas clpricos poderiam ser estrategicamente utilizados para proteger
esses ferimentos e reduzir a concentracdo de células nas folhas. Sendo assim, este estudo teve
como objetivos selecionar gendtipos de cebola tolerantes a podriddo bacteriana das escamas
causada por isolados de B. semiarida e B. sola e avaliar a reacdo de isolados dessas espécies ao

cobre.

MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados, condicdes de cultivo e preparo de suspensao

Isolados de B. semiarida e B. sola associados a podriddo bacteriana das escamas de
cebola na regido semiarida do Nordeste do Brasil, previamente caracterizados por meio de
analises moleculares (Baia et al., 2021) e gendmicas (Velez et al., 2023), foram obtidos da
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Colecdo de Culturas Rosa Mariano (CCRM) do Laboratério de Fitobacteriologia (LAFIBAC)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), e reativados em meio TBT (5 g/L de
glicose, 1 g/L de L-asparagina, 1 g/L de NaHCOs, 0,5 g/L de KH2POg4, 0,1 g/L de MgS0O4.7H20,
0,05 g/L de azul de tripano, 0,01 g/L de tetraciclina e 20 g/L de &gar) (Hagedorn et al., 1987),
com incubagdo a temperatura de 29°C por 48 h, em incubadora tipo Biochemical Oxygen
Demand (B.O.D.). Para montagem dos experimentos, os isolados foram cultivados em meio
NYDA (10 g/L de dextrose, 5 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de carne, 5 g/L de
peptona e 22 g/L de &gar) por 36 a 48 h a uma temperatura de 29°C, e as suspensdes bacterianas
foram preparadas em &gua destilada esterilizada (ADE), sendo as concentragdes ajustadas para
As7o = 0,54, que corresponde a 108 UFC mL™. Os experimentos descritos a seguir foram

realizados separadamente para cada espécie e cada experimento foi realizado em duplicata.

Anélise da agressividade dos isolados de B. semiarida e B. sola

Catafilos de cebola destacados, obtidos de bulbos comerciais de cebolas amarelas,
foram feridos a uma profundidade de 2,5 mm com auxilio de um alfinete entomoldgico, e
inoculados com suspensodes bacterianas dos isolados CCRMBC16, CCRMBC33, CCRMBC74
e CCRMBCL171, de B. semiarida, e do isolado CCRMBC51, de B. sola. As inocula¢cdes foram
realizadas por meio da deposicdo de 10uL da suspensdo bacteriana sobre os ferimentos.
Catafilos tratados de forma semelhante com ADE formaram o controle negativo.
Posteriormente, os catafilos foram colocados sobre placas de Petri, as quais foram dispostas
dentro de bandejas plasticas contendo quatro folhas de papel toalha embebidas em 20 ml de
ADE. As bandejas foram recobertas com sacolas plasticas transparentes para criar uma camara
umida, sendo incubadas ema 29°C durante 48 h. As avaliacdes foram realizadas as 48 h apds a
incubacdo, medindo-se o didmetro da lesdo em dois sentidos opostos usando-se um paquimetro
(Inox 150 MM Digital).

Selecao de genotipos de cebola resistentes a Burkholderia semiarida e B. sola

Quarenta e quatro gendtipos de cebola (Tabela 1) pertencentes aos programas de
melhoramento genético da cebola da Embrapa Hortalicas e do Instituto Agrondémico de

Pernambuco (IPA) foram avaliados quanto a resisténcia a B. semiarida e B. sola. Bulbos de



195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206

207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223

224
225
226

227
228

34

cebola "classes 2, 3 e 4" (35 - 90 mm de didmetro), cultivados na estagdo experimental do IPA
em Belém do Séo Francisco-PE, foram feridos a uma profundidade de aproximadamente 2,5
mm com auxilio de um alfinete entomoldgico e inoculados com 10uL de suspensdes bacterianas
dos isolados CCRMBC171 (B. semiarida) e CCRMBC51 (e B. sola). Apos inoculacédo, os
bulbos foram depositados em bandejas plasticas com camara imida e incubados em B.O.D. a
30°C por 48h. Bulbos tratados de forma semelhante com ADE formaram o controle negativo.
As avaliacdes foram feitas por meio de determinacdo do periodo de incubacdo da doenga (PI),
que corresponde ao periodo em horas entre a inoculagdo do patdgeno e o inicio dos sintomas, e
severidade da doenga, obtida pelas medidas do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos apds
as 48 h de incubacéo.

Avaliacéo da estabilidade da resisténcia de gendétipos de cebola

Bulbos de cebola "“classes 2, 3 e 4" (35 - 90 mm de didmetro) dos gendtipos Alfa Séo
Francisco, Alvorada, Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia Periforme Super Precoce,
Beta Cristal, Bola Precoce, BRS 367, BRS Rio Verde, Carrancas, Conquista, Crioula Mercosul,
Imperatriz, IPA 10, IPA 11, IPA 2, IPA 9, Juporanga, Optima PF, Perola, Primavera, Primeiro,
Rainha, Séo Paulo, Serrana, Texas Grano (Tx 05), Texas Grano 24 e Texas Grano 502 foram
inoculados com 10uL de suspensdes bacterianas dos isolados CCRMBC16, CCRMBC74,
CCRMBCL171 de B. semiarida, enquanto bulbos dos genotipos Alfa Sdo Francisco, Alvorada,
Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta Cristal, Bola
Precoce, BRS 367, BRS Rio Verde, Carrancas, Conquista, Crioula Mercosul, H9, Imperatriz,
IPA 3, IPA 6, IPA 10, IPA 11, IPA 2, IPA 9, Jubileu, Juporanga, Optima PF, Primavera,
Primeiro, Rainha, So Paulo, Serrana, Texas Grano 24 e Texas Grano 502 foram inoculados
com 10uL de suspensdes bacterianas do isolado CCRMBCS51 de B. sola. Apos as inoculagoes,
os bulbos foram incubados conforme ja descrito. Bulbos tratados de forma semelhante com
ADE formaram o controle negativo. As avaliacbes foram realizadas ap0s a incubagéo

determinando-se a severidade conforme ja descrito.

Determinacéo da concentragdo minima inibitoria de cobre a isolados de B. semiarida e
B. sola

Solugdes de sulfato de cobre (ICO) P.A — A.C.S. (Synth, Diadema, SP, Brasil) nas
concentragdes finais de 0, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 mg.L* de Cu?* foram utilizadas para
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determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) de isolados de B. semiarida
(CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBC171) e B. sola (CCRMBC51). As solugdes de cobre
foram preparadas em agua destilada esterilizada (ADE) e depois filtradas em membrana
milipore de 0,22 um. A CMI foi determinada em placas de microtitulacdo mediante o cultivo
em meio Luria-Bertani suplementado com sulfato de cobre nas concentragdes supracitadas. Os
tratamentos foram compostos de 100 pL de meio de cultura, 100 puL de solucdo de sulfato de
cobre nas respectivas concentragdes, ¢ 10 uL das suspensdes bacterianas. O controle positivo
foi composto de meio de cultura, ADE e suspensao bacteriana, enquanto o controle negativo
foi composto de meio de cultura, sulfato de cobre e ADE. As microplacas foram identificadas
e incubadas em B.O.D. a temperatura de 30°C, durante 48 horas. O experimento foi conduzido
com sete repetices para cada tratamento e as avaliagdes foram realizadas através da observacao
visual da presenca ou auséncia de crescimento bacteriano.

A acdo do cobre sobre os isolados foi determinada selecionando-se duas repetigdes de
cada tratamento ao acaso, e em seguida, inoculando-as em catafilos de bulbos de cebola
comerciais conforme ja descrito. Catafilos tratados similarmente com ADE constituiram o
controle negativo. As bandejas foram incubadas e a severidade foi avaliada conforme ja
descrito. Além disso, a incidéncia da doenca nos catafilos também foi determinada.
Simultaneamente, 100 pL dos tratamentos também foram plaqueados em placas de Petri com
meio de cultura NYDA. As placas foram incubadas em B.O.D. a temperatura de 30°C durante

48 horas. Apo6s a incubacdo, foi observada a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano.

Sensibilidade dos isolados de B. semiarida e B. sola ao cobre in vitro

O teste de sensibilidade ao cobre in vitro foi analisado para dezenove isolados de B.
semiarida (CCRMBC16, CCRMBC17, CCRMBC30, CCRMBC33, CCRMBC34,
CCRMBC59, CCRMBC73, CCRMBC74, CCRMBC75, CCRMBC76, CCRMBCT78,
CCRMBC79, CCRMBC114, CCRMBC115, CCRMBC131, CCRMBC139, CCRMBC142,
CCRMBC171, CCRMBC241) as concentragdes de 0, 200 e 300 mg.L™* de Cu?* e um isolado
de B. sola (CCRMBCS51) as concentracdes de 0, 300 e 400 mg.L ! de Cu?*. O experimento foi
conduzido em placas de Petri com meio de cultura para sais minerais de baixa complexidade —
CYE (1,7 g de casitona; 0,35 g de extrato de levedura; 2 g de glicerol; e 15 g de agar nutritivo
(Andersen et al.1991) complementado de sulfato de cobre. Aliquotas de 20 pL das suspensoes
bacterianas foram depositadas em quatro pontos equidistantes sobre a superficie do meio de
cultura, caracterizando o numero de repeticGes para cada isolado. O controle negativo foi
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composto por uma aliquota de 20 uL de ADE depositada ao centro da placa na superficie do
meio. As placas foram cuidadosamente incubadas a temperatura de 30°C por 48 horas. As
avaliaces foram realizadas verificando-se a presenca de crescimento bacteriano confluente,

correspondente ao crescimento esperado no meio CYE sem sulfato de cobre.

Sensibilidade dos isolados de B. semiarida e B. sola ao cobre in vivo

Bulbos de cebola comerciais foram feridos conforme ja& descrito e
pulverizados até o escorrimento com 300 e 400 mg.L ! de Cu?*. Apos a secagem em
temperatura ambiente (25 +3°C), os bulbos tratados com 300 mg.L* de Cu?* foram inoculados
com os isolados CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBC171, enquanto bulbos tratados com
400 mg.L™* de Cu?* foram inoculados com o isolado CCRMBC51. Bulbos pulverizados com
ADE constituiram o controle negativo. Os bulbos foram incubados em B.O.D. a temperatura
de 30°C por 48h e as avaliagOes para determinacdo da severidade da doenca foram realizadas

conforme ja descrito.

Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado para
determinacéo da agressividade dos isolados e selecdo de gendtipos resistentes, sendo realizados
com quatro e cinco repeti¢bes por tratamento (isolado), respetivamente, sendo cada repeticédo
constituida por um catafilo ou bulbo de cebola contendo um ponto de inoculagdo. Por sua
vez, 0s experimentos para avaliagdo da estabilidade da resisténcia foram conduzidos em
arranjo fatorial (isolados X gendtipos) com quatro repeticdes, sendo cada repeticao constituida
por um bulbo de cebola.

Os experimentos para determinacdo da atividade do cobre foram realizados em
delineamento experimental inteiramente casualizado com oito repeticdes, sendo cada
repeticdo constituida por um catafilo de cebola, enquanto os experimentos de sensibilidade ao
cobre in vivo foram realizados em delineamento experimental inteiramente casualizado com
quatro repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um bulbo.

Os dados obtidos foram avaliados como repeti¢des no tempo. Os pressupostos da analise
de variancia (ANOVA) foram verificados pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene com o auxilio
do programa Statistix (v. 9.0. Tallahassee, Florida, Estados Unidos). As médias do periodo de
incubacéo e da severidade foram analisadas por meio do teste de Skott-Knott ao nivel de 5% de

probabilidade usando o software estatistico Sisvar (v. 5.6) (Ferreira 2011). As diferencas entre
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as duas espécies e as medias da severidade para espécie B. sola foram analisadas por meio do
teste t ao nivel de 5% de probabilidade usando o programa Statistix (v. 9.0.).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise da agressividade dos isolados de Burkholderia semiarida e B. sola

Nao foram observadas diferencas significativas (P<0,05) entre as severidades
promovidas pelos isolados de B. semiarida. Os valores de severidade variaram de 9,08 mm
(CCRMBC33) a 18,40 mm (CCRMBC171).

Comportamento diferente foi observado entre os isolados do complexo B. cepacia
associados a podridao das escamas de cebola do semiarido do Nordeste brasileiro. Os isolados
apresentaram valores de severidade entre 19,18 mm (CCRMBC16) a 24,49 mm (CCRMBC74)
(Baia et al. 2021).

Da mesma forma, foram observados diferentes niveis de severidade em estudo de
caracterizacdo patoldgica da podriddo das escamas causada pelos isolados do complexo B.
cepacia isoladas de bulbos de cebola no nordeste do Brasil, que foram inoculados
artificialmente em catafilos de cebola amarela de cultivar IPA 11. Os valores de severidade
variaram de 56,25 mm (CCRMBC171) a 61 mm (CCRMBC33) (Oliveira et al., 2019).

O isolado CCRMBC51 promoveu o valor de severidade de 33,33 mm. De acordo com
Baia et al. 2021, esse isolado apresentou um valor de severidade de 11,21 mm, o qual foi menos
agressivo do que os isolados de B. semiarida. Apenas um isolado de B. sola (CCRMBC51) foi
utilizado porque esse isolado foi obtido na regido semiarida do Nordeste brasileiro.

Considerando que nao foram observadas diferencas entre a agressividade dos isolados
de B. semiarida, os dados dos quatro isolados foram considerados como repeti¢cbes de B.
semiarida para avaliar diferencas entre a agressividade das duas espécies. Dessa forma, foi
observado que B. sola promoveu uma maior severidade da doenca, sendo significativamente
mais agressiva (test t; P<0,05) a bulbos de cebola do que B. semiarida. Adicionalmente,
CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBCL171 foram considerados como os isolados mais
agressivos de B. semiarida e foram selecionados, juntamente com o unico isolado de B. sola,

CCRMBC51, para utilizacao na realizacdo dos demais experimentos.
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Selecdo de gendtipos de cebola resistentes a Burkholderia semiarida e B. sola

Diferentes niveis de resisténcia a podriddo bacteriana das escamas foram observados
entre os 44 gendtipos de cebola inoculados artificialmente com o isolado mais agressivo de B.
semiarida (CCRMBC171) e o isolado de B. sola (CCRMBC51). Para os isolados CCRMBC171
e CCRMBC51, o periodo de incubagdo (Pl) e aseveridade variaram de 1 a 11,4 horase 1 a
10,8 horas e de 8,37 a 20,32 mm e 7,94 a 22,57 mm, respectivamente.

Pela avaliacdo da severidade de podriddo nos bulbos inoculados com o isolado
CCRMBC171, 28 gendtipos apresentaram resistentes, com severidade variando de 8,37 a 13,53
mm, e 16 gendtipos foram considerados como suscetiveis, com severidade de 14,12 a 20,32
mm, enquanto 30 gen6tipos foram considerados resistentes, com severidade variando de 7,94 a
14,38 mm, 8 gendtipos foram moderadamente resistentes, com severidade de 15,41 a 18,23
mm, e 6 foram suscetiveis com severidade de 19,07 a 22,57 mm para o isolado CCRMBC51.
Nenhum dos 44 gendtipos analisados apresentou reacdo imune (auséncia de doenca) aos
isolados das espécies relacionadas (Tabela 2 e Tabela 3). Os genétipos Alfa Sdo Francisco,
Alvorada, Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta
Cristal, Bola Precoce, BRS 367, BRS Rio Verde, Carrancas, Conquista, Crioula Mercosul,
Imperatriz, IPA 10, IPA 11, IPA 2, IPA 9, Juporanga, Optima PF, Primavera, Primeiro, Rainha,
S8o Paulo, Serrana, Texas Grano 24 e Texas Grano 502 sdo considerados resistentes aos
isolados de B. semiarida e B. sola.

Velez et al. (2020) analisando a resisténcia de 58 genotipos de cebola a B. gladioli pv.
alliicola causador de podriddo escorregadia das escamas observou trés grupos diferentes
(resistente, moderadamente resistente e suscetivel) numa proporcdo de 58,62%, 36,21% e
5,17% respetivamente. No presente trabalho, os gendtipos Conquista e Rainha apresentaram
resisténcia aos isolados CCRMBC171 de B. semiarida e CCRMBC51 de B. sola, também se
comportaram como resistentes & B. gladioli pv. alliicola.

Estudos avaliando o desempenho produtivo de gendtipos de cebola no semiarido
nordestino e da resisténcia de gendétipos de cebola a mancha purpura, demonstrou que o
genotipo ‘Régia’ foi um dos mais promissores na regido do Submédio do Vale do S&o Francisco
(Souza et al., 2008; Pereira et al., 2016). Alem disso, os autores verificaram que este genotipo
foi moderadamente resistente a esta doenga. No entanto, considerando o comportamento a B.
semiarida e B. sola avaliada no presente estudo, o genotipo ‘Régia’ apresentou-se suscetivel

para o isolado de B. semiarida e moderadamente resistente para o isolado de B. sola, também
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foi considerado suscetivel a espécie B. gladioli pv. alliicola analisada no trabalho de Velez
et al. (2020).

Avaliacdo da estabilidade da resisténcia de gendétipos de cebola a B. semiarida e B. sola

Quanto a avaliacdo da estabilidade, 28 gendtipos resistentes a B. semiarida e 30
genotipos resistentes a B. sola foram analisados. Nao foi observada interacéo entre os isolados
e genotipos para as variaveis Pl (periodo de incubacéo) e severidade para espécie B. semiarida.
Houve diferenca significativa entre os gendtipos e os isolados. Portanto, diante da auséncia de
interacdo significativa a 5% de probabilidade, o0 comportamento dos gendtipos foi analisado
para separadamente para cada isolado.

Quanto a reacdo aos isolados CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBC171 de B.
semiarida verificou-se que 16 genotipos (Alfa Sdo Francisco, Baia do Cedo, Baia Periforme
Agroceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Carrancas, Crioula
Mercosul, IPA 10, IPA 2, Juporanga, Perola, Primavera, Primeiro, Rainha e Sdo Paulo) se
comportaram como resistentes, enquanto 12 genoétipos (Alvorada, Bola Precoce, BRS 367,
Conquista, Imperatriz, IPA 11, IPA 9, Optima PF, Serrana, Texas Grano (Tx 05), Texas Grano
24 e Texas Grano 502) comportaram-se como suscetiveis (Tabela 4). Todos os gendtipos
avaliados (Alfa Sdo Francisco, Alvorada, Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia
Periforme Super Precoce, Beta Cristal, Bola Precoce, BRS 367, BRS Rio Verde, Carrancas,
Conquista, Crioula Mercosul, H9, Imperatriz, IPA 10, IPA 11, IPA 2, IPA 3, IPA 6, IPA 9,
Jubileu, Juporanga, Optima PF, Primavera, Primeiro, Rainha, S&o Paulo, Serrana, Texas Grano
24 e Texas Grano 502) se comportaram como resistentes para o isolado CCRMBC51 de B. sola
(Tabela 5).

Os gendtipos Alfa Sdo Francisco, Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia
Periforme Super Precoce, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Carrancas, Crioula Mercosul, IPA 10,
IPA 2, Juporanga, Primavera, Primeiro, Rainha e Sdo Paulo mantiveram-se estaveis quanto a
resisténcia a podriddo em escamas considerando os 3 isolados mais agressivos (CCRMBC16,
CCRMBC74 e CCRMBC171) de B. semiarida e o isolado mais agressivo de B. sola. Levando
em conta esses resultados, esses gendtipos apresentaram-se como fontes promissoras de
resisténcia a podriddo bacteriana das escamas, podendo ser utilizados em programas de
melhoramento genético de plantas visando a obtencdo de variedades de cebola com resisténcia

a doenca.
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Determinacdo da concentragdo minima inibitdria de cobre a isolados de B. semiarida e B.
sola

Os trés isolados (CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBCL171) de B. semiarida tratados
com sulfato de cobre nas concentracdes de 0, 100 e 200 mg.L? de Cu?* apresentaram
crescimento bacteriano nas microplacas similar ao observado no controle positivo, enquanto o
isolado (CCRMBC51) de B. Sola apresentou crescimento bacteriano nas concentragdes de 0,
100, 200 e 300 mg.L™* de Cu?*. A auséncia de crescimento bacteriano foi observada a partir da
concentragéo de 300 mg.L™ de Cu?* para os isolados de B. semiarida e na concentragio de 400
mg.L? de Cu?* para o isolado de B. sola, sendo identificada como a concentragdo minima
inibitéria das duas espécies respectivamente, para uso nos ensaios seguintes de sensibilidade ao
cobre.

Por outro lado, de acordo com Silva (2023), ao determinar a concentragdo minima
inibitdria de cobre a 3 isolados (CCRMB157, CCRMBC55 e CCRMBC61) de B. cenocepacia
e 3 isolados (CCRMBC60, CCRMBC67 e CCRMBC27) de B. orbicola, a concentracdo de 300
mg.L de Cu?* foi caracterizada como a concentragdo minima inibitoria para os isolados das
duas espécies analisadas.

Também foi observado comportamento diferente de inibicdo de crescimento por
Ansari et al. (2019) em isolados de B. cenocepacia (linhagens IlIA e 11I1B), associadas a
podriddo digital da banana no Sudeste do Ird. Os autores demonstraram que os isolados
apresentaram tolerdncia na concentracdo de 200 mg de sulfato de cobre. De acordo com
Fleming e Trevors (1989), o cobre atua como um biocida de amplo espectro em concentracfes
mais altas, pois é capaz de interagir com &cidos nucléicos, interromper as rea¢des bioquimicas
e sitios ativos de enzimas, destruir os sistemas de transporte de energia, interferindo na
integridade das membranas celulares. Nesse sentido, o resultado conquistado foi justificado.

Os catafilos inoculados com os isolados CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBC171
ndo apresentaram sintomas de podridao bacteriana das escamas ap0s os tratamentos com 300,
400, 500 e 600 mg.L? de Cu?*, enquanto os catafilos inoculados com o isolado CCRMBC51
ndo apresentaram sintomas apds os tratamentos com 400, 500 e 600 mg.L* de Cu?*.

N&o houve crescimento bacteriano em placa de Petri para os isolados CCRMBC16,
CCRMBC74 e CCRMBCL171 de B. semiarida sob a acao do sulfato de cobre nas concentragdes
de 300, 400, 500 e 600 mg.L? de Cu?", qual comportamento foi similar para o isolado
CCRMBC51 de B. sola sob a agédo do sulfato de cobre nas concentragdes de 400, 500 e 600
mg.L de Cu?*. Considerando os resultados da avaliacdo das inoculagbes em catafilo e dos

plagueamentos, o cobre demonstrou atividade bactericida a partir da concentragcdo de 300
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mg.L ! de Cu?®* para os isolados de B. semiarida e 400 mg.L ™ de Cu?* para o isolado de B.
sola.

Sensibilidade dos isolados de B. semiarida e B. sola ao cobre in vitro

Foi observado crescimento bacteriano em placas para 9 isolados de B. semiarida na
concentragdo de 200 mg.L™! de Cu?, enquanto nenhum dos isolados de B. semiarida
apresentaram crescimento bacteriano na concentragio de 300 mg.L! de Cu®* (Tabela 6).
Também néo foi observado crescimento bacteriano em placas nas concentragdes de 300 e 400
mg.L™* de Cu?* para o isolado de B. sola.

Segundo Silva (2023), ao avaliarem a sensibilidade dos isolados de B. cenocepacia e B.
orbicola ao cobre in vitro, os isolados CCRMB157, CCRMBC55 e CCRMBC61 de B.
cenocepacia e CCRMBC60, CCRMBC67 e CCRMBC27 de B. orbicola ndo apresentaram
crescimento bacteriano em placa sob a acdo do sulfato de cobre nas concentracdes de 300 e
400 mg.L™* de Cu?*.

Por esse motivo, esses resultados destacam a importancia de realizar trabalhos in vivo
para verificar a reacdo do cobre sobre as espécies B. semiarida e B. sola analisadas e também
par observar os efeitos quanto a sensibilidade/resisténcia, os efeitos sobre os produtos
comercializados e por fim sugerir concentracdo ideal de produto a ser utilizado nos trabalhos

de resisténcia a doencas bacterianas.

Sensibilidade dos isolados de B. semiarida e B. sola ao cobre in vivo

Os resultados da analise fatorial mostraram que ndo houve interacdo significativa entre
os isolados e os tratamentos para a severidade para B. semiarida. Também n&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos, enquanto foi observada diferenca significativa entre os
isolados CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBC171 de B. semiarida.

Os dados de severidade avaliados nos bulbos inoculados com o isolado CCRMBC51 de
B. sola foram analisados separadamente pelo teste T. N&o foi observada diferenca significativa
entre os tratamentos (bulbos tratados com cobre na concentragio de 400 mg.L™* de Cu®* e
bulbos tratados com ADE). A diferenca de severidade da podriddo em escamas entre os bulbos

tratados com cobre e ndo tratados com cobre ndo foi significativa (P>0,05) para as duas



464
465

466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487

488
489
490
491
492
493
494
495
496

42

espécies, o que justificou que o cobre ndo demonstrou reacdo sobre os isolados CCRMBC16,
CCRMBC74 e CCRMBC171 de B. semiarida e o isolado CCRMBC51 de B. sola.

Segundo Silva (2017), ao avaliarem a sensibilidade de setenta isolados de X. citri pv.
viticola ao hidroxido e oxicloreto de cobre in vivo, todos os isolados causaram sintomas do
cancro bacteriano nas folhas de plantas de videira previamente pulverizadas com cobre, com
incidéncia de 100%. No entanto, diferencas (P<0,05) foram observadas no periodo de
incubagdo da doenca entre os isolados sensiveis e tolerantes, com valores médios
respectivamente de 10,7 e 6,3 dias para hidroxido de cobre e de 10,3 e 7 dias para oxicloreto
de cobre. 33 % dos isolados foram classificados como tolerantes ao hidroxido de cobre a 140
ug mlt Cu?* e 30 % ao oxicloreto de cobre a 70 ou 140 pg ml* Cu?*,

Como o cobre ndo apresentou reacdo sobre os isolados das duas espécies no presente
estudo, a melhor solucdo a adotar seria usar outros produtos antibiéticos para obter melhores
resultados favorecendo o desenvolvimento de novas estratégias para um bom manejo da
podriddo das escamas de cebola no semiarido nordestino.

Os produtos hidréxido, oxicloreto e sulfato de cobre ndo séo registrados para controle
das doencas bacterianas (Silva, 2017), porém, tém registro destes produtos para o controle de
doencas fungicas como mildio, antracnose, podridao da uva madura, mancha foliar e podridéo
amarga (Agrofit, 2014). O cobre atua na protecdo do tecido vegetal contra infeccdo por
bactérias e na reducdo da populacdo bacteriana na superficie foliar (Leite Junior, 2000).
Nesse contexto, sdo necessarias varias aplicacfes de clpricos para obter controle adequado
de fitobacterioses, e 0 uso continuo desses produtos pode contribuir ao surgimento de isolados

resistentes ou tolerantes ao cobre.

CONCLUSOES

Conclui-se que 28 gendtipos se comportaram como resistentes a B. semiarida e 30
gendtipos a B. sola. Quinze genotipos (Alfa Sdo Francisco, Baia do Cedo, Baia Periforme
Agroceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Carrancas, Crioula
Mercosul, IPA 10, IPA 2, Juporanga, Primavera, Primeiro, Rainha e Sdo Paulo) mantiveram-se
estaveis a ambas as espécies bacterianas, indicando que esses genoétipos sdo caracterizados
como fontes promissoras de resisténcia a podriddo bacteriana das escamas.

A concentragdo minima inibitoria (CMI) observada foi de 300 mg.L ™ de Cu?* para B.

semiarida e 400 mg.L ™ de Cu?* para B. sola. O sulfato de cobre apresentou atividade
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bactericida in vitro sobre as duas espécies bacterianas a partir da concentragéo de 300 mg.L
de Cu?* para os isolados de B. semiarida e 400 mg.L ™! de Cu?* para o isolado de B. sola, mas

ndo demonstrou reacédo in vivo sobre os isolados de B. semiarida e B. sola.
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Tabela 1. Genotipos de cebola utilizados no presente estudo

Gendtipo ! Gendtipo
Alfa S&o Francisco IPA9
Alvorada IPA 6
Baia do Cedo IPA 7
Baia Periforme Agroceres Jubileu
Baia Periforme Super Precoce Juporanga
Beta Cristal Leona
Bola Precoce Nomad
Brisa Verdo IPA 13 Optima PF
BRS 367 Perola
BRS Rio Verde Poliana
Campo Lindo Pop. Exp. VCE
Campo Lindo Il Primavera
Carrancas Primeiro
Conquista Rainha
Crioula Mercosul Régia
H9 Roxa do Barreiro
Henry's Special Séo Paulo
Imperatriz Serrana
IPA 10 Texas Grano (Tx 05)
IPA 11 Texas Grano (Tx 09)
IPA 2 Texas Grano 24
IPA 3 Texas Grano 502

1Gendtipos de cebola pertencentes aos programas de melhoramento genético de cebola da
Embrapa Hortalicas e do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA).



Tabela 2. Selecdo de gendtipos de cebola resistentes a podriddo das escamas, atraves da
inoculacdo do isolado CCRMBC171 de Burkholderia semiarida.

Genotipo Periodo de Severidade® Classe de
incubacdo? Resisténcia
Alfa S&o Francisco 5,60 a2 11,38 a R*
Alvorada 11,40 b 9,60a R
Baia do Cedo 6,20 b 11,27 a R
Baia Periforme Agroceres 8,60 b 9,85a R
Baia Periforme Super 5,60 a 11,16 a R
Precoce
Beta Cristal 7,00 b 8,37 a R
Bola Precoce 6,80 b 11,64 a R
Brisa Verado IPA 13 1,00 a 18,69 b S
BRS 367 8,40 b 11,58 a R
BRS Rio Verde 2,75a 11,74 a R
Campo Lindo 1,50 a 15,08 b S
Campo Lindo Il 2,75a 15,93 b S
Carrancas 4,00 a 13,11a R
Conquista 8,80 b 12,99 a R
Crioula Mercosul 3,40 a 12,04 a R
H9 5,80b 15,27 b S
Henry's Special 7,60 b 15,57 b S
Imperatriz 9,40 b 10,37 a R
IPA 10 5,00a 10,83 a R
IPA 11 420a 12,52 a R
IPA 2 4,40 a 12,43 a R
IPA 3 5,00 a 16,07 b S
IPA9 6,00 b 12,10 a R
IPA 6 2,00 a 20,32 b S
IPA7 1,00 a 14,56 b S
Jubileu 3,80 a 14,83 b S
Juporanga 6,60 b 11,24 a R
Leona 1,50 a 16,73 b S
Nomad 2,00 a 15,56 b S
Optima PF 10,40 b 11,55a R
Perola 3,00 a 13,14 a R
Poliana 2,25a 17,05b S
Pop. Exp. VCE 1,00 a 16,84 b S
Primavera 6,00 b 10,14 a R
Primeiro 4,40a 11,15a R
Rainha 9,80b 9,15a R
Régia 10,60 b 14,83 b S
Roxa do Barreiro 3,60 a 16,02 b S
Sao Paulo 8,20 b 10,13 a R
Serrana 740D 13,37 a R
Texas Grano (Tx 05) 10,60 b 13,53 a R
Texas Grano (Tx 09) 8,20 b 14,12 b S
Texas Grano 24 9,00b 12,63 a R



Texas Grano 502 420 a 12,82 a R

C. V. (%) 56,06 23,41

Abreviaturas: CCRMBC, Colecdo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia
cenocepacia; CV, coeficiente de variagéo.

!Periodo de incubacéo da doenga (PI), que corresponde ao periodo entre a inoculagdo e o
inicio dos sintomas, em horas. 2Média de cinco repeticdes. *Severidade da doenca baseada
nas medicdes do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos. “Classe de resisténcia: R
(Resistente), e S (Suscetivel). Médias na coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente (p < 0,05) entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.
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Tabela 3. Selecdo de genotipos de cebola resistentes a podriddo das escamas, através da
inoculacdo do isolado CCRMBC51 de Burkholderia sola.

Genotipo Periodo de Severidade?® Classe de
incubacdo! Resisténcia
Alfa S&o Francisco 6,60 b? 12,88 a R
Alvorada 580b 12,07 a R
Baia do Cedo 2,00 a 12,33 a R
Baia Periforme Agroceres 8,60 b 10,61 a R
Baia Periforme Super 7,20 b 11,10a R
Precoce
Beta Cristal 3,80 a 11,68 a R
Bola Precoce 7,80 b 10,64 a R
Brisa Verao IPA 13 1,00 a 19,32 ¢ S
BRS 367 8,80 b 11,41 a R
BRS Rio Verde 3,75a 12,48 a R
Campo Lindo 3,00a 19,07 c S
Campo Lindo 1l 2,25a 21,27 ¢ S
Carrancas 4,50 a 10,83 a R
Conquista 7,20 b 12,42 a R
Crioula Mercosul 10,80 b 9,74 a R
H9 4,60 a 13,04 a R
Henry's Special 8,20 b 15,80 b MR
Imperatriz 8,40 b 12,21a R
IPA 10 4,00 a 12,49 a R
IPA 11 6,80 b 13,95a R
IPA 2 4,40 a 12,20 a R
IPA 3 4,60 a 11,65a R
IPA 9 6,80 b 9,32a R
IPA 6 3,00 a 13,14 a R
IPA7 425a 16,92 b MR
Jubileu 4,60 a 10,74 a R
Juporanga 6,40 b 9,20a R
Leona 1,50 a 22,57 ¢ S
Nomad 2,00 a 20,00 ¢ S
Optima PF 6,00 b 13,07 a R
Perola 4,00a 15,41 b MR
Poliana 575b 18,23 b MR
Pop. Exp. VCE 2,75a 21,93 ¢ S
Primavera 4,20 a 13,96 a R
Primeiro 9,40 b 7,94 a R
Rainha 9,40 b 10,12 a R
Régia 7,00 b 17,34 b MR
Roxa do Barreiro 5,20 a 1581 b MR
Sao Paulo 8,60 b 10,41 a R
Serrana 5,00 a 11,26 a R
Texas Grano (Tx 05) 7,60b 16,47 b MR
Texas Grano (Tx 09) 4,40 a 16,99 b MR
Texas Grano 24 10,20 b 11,60 a R
Texas Grano 502 6,40 b 14,38 a R




52

C. V. (%) 54,80 2733

Abreviaturas: CCRMBC, Colecdo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia;
CV, coeficiente de variacgéo.

!periodo de incubagéo da doenca (P1), que corresponde ao periodo entre a inoculagéo e o
inicio dos sintomas, em horas. 2Média de cinco repetices. *Severidade da doenca baseada
nas medicBes do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos. “Classe de resisténcia: R
(Resistente), MR (Moderadamente resistente) e S (Suscetivel). Médias na coluna seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente (p < 0,05) entre si pelo teste de agrupamento
de Scott-Knott.
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Tabela 4. Reacdo de genoOtipos de cebola a podriddo das escamas avaliada através da
inoculagdo dos isolados CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBC171 de Burkholderia
semiarida.

Gendtipo Periodo de Severidade® Classe de
incubacéo?! Resisténcia
Alfa S&o Francisco 6,58 b? 16,05 a R*
Alvorada 450a 17,13 b S
Baia do Cedo 3,67a 14,21 a R
Baia Periforme Agroceres 4,75b 14,66 a R
Baia Periforme Super 4,08 a 15,78 a R
Precoce
Beta Cristal 2,75a 15,77 a R
Bola Precoce 5,67b 16,93 b S
BRS 367 7,33b 17,37 b S
BRS Rio Verde 3,00a 11,11 a R
Carrancas 3,92 a 12,46 a R
Conquista 4,50 a 17,13 b S
Crioula Mercosul 3,92a 13,98 a R
Imperatriz 342a 17,86 b S
IPA 10 2,50 a 15,12 a R
IPA 11 4,42 a 17,69 b S
IPA 2 3,83a 15,70 a R
IPA 9 2,17 a 18,66 b S
Juporanga 492D 16,10 a R
Optima PF 6,17 b 16,85 b S
Perola 2,83a 15,10 a R
Primavera 525b 15,04 a R
Primeiro 3,00 a 14,04 a R
Rainha 3,67a 13,78 a R
Sao Paulo 3,17 a 16,06 a R
Serrana 3,00a 18,50 b S
Texas Grano (Tx 05) 6,00 b 18,60 b S
Texas Grano 24 3,00a 17,54 b S
Texas Grano 502 3,17 a 22,54 b S
C. V. (%) 66,34 26,81

Abreviaturas: CCRMBC, Colecéo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia;
CV, coeficiente de variacgéo.

!periodo de incubagéo da doenca (P1), que corresponde ao periodo entre a inoculagéo e o
inicio dos sintomas, em horas. ?Média de quatro repetices. 3Severidade da doenca baseada
nas medicdes do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos. “Classe de resisténcia: R
(Resistente) e S (Suscetivel). Médias na coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente (p < 0,05) entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.
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Tabela 5. Reacdo de gendtipos de cebola a podriddo das escamas avaliada através da
inoculacdo do isolado CCRMBC51 de Burkholderia sola.

Genotipo Periodo de Severidade® Classe de
incubacéo! Resisténcia
Alfa S&o Francisco 6,25 b? 12,08 a R*
Alvorada 4,50 a 8,26 a R
Baia do Cedo 2,50 a 14,72 a R
Baia Periforme Agroceres 4,25 a 15,67 a R
Baia Periforme Super 9,00 b 1345a R
Precoce
Beta Cristal 2,00 a 12,52 a R
Bola Precoce 2,25a 15,23 a R
BRS 367 4,75 a 10,68 a R
BRS Rio Verde 3,75a 12,48 a R
Carrancas 450 a 10,83 a R
Conquista 3,75a 12,68 a R
Crioula Mercosul 3,75a 12,98 a R
H9 6,75 b 13,56 a R
Imperatriz 2,50 a 16,95 a R
IPA 10 1,75a 17,10 a R
IPA 11 3,50 a 15,75 a R
IPA 2 2,25a 17,02 a R
IPA 3 525b 13,58 a R
IPA 6 3,00 a 13,14 a R
IPA9 2,75a 16,72 a R
Jubileu 3,50a 13,69 a R
Juporanga 6,25 b 14,08 a R
Optima PF 9,50 b 13,15a R
Primavera 3,50 a 19,14 a R
Primeiro 3,00 a 8,86 a R
Rainha 2,75a 13,85a R
Sao Paulo 6,50 b 13,18 a R
Serrana 2,50 a 16,12 a R
Texas Grano 24 2,25 a 16,54 a R
Texas Grano 502 2,50 a 14,47 a R
C. V. (%) 57,56 32,55

Abreviaturas: CCRMBC, Colecdo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia;
CV, coeficiente de variagéo.

Periodo de incubacéo da doenca (PI), que corresponde ao periodo entre a inoculagéo e o inicio
dos sintomas, em horas. 2Média de quatro repeticdes. 3Severidade da doenca baseada nas
medicGes do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos. “Classe de resisténcia: R (Resistente).
Meédias na coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente (p < 0,05) entre si
pelo teste de agrupamento de Scott-Knott.



Tabela 6. Sensibilidade de isolados de B. semiarida e B. sola causadoras de podridao das escamas

da cebola a diferentes concentragdes de sulfato de cobre.
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Crescimento bacteriano nas concentracoes

Isolado Espécie do  Estado/Cidade de sulfato de cobre (mg.L™)
CBC 0 200 300 400
CCRMBC16 Burkholderia Petrolandia, PE + — - X
semiarida
CCRMBC17 Burkholderia  Casa Nova, BA + — - X
semiarida
CCRMBC30 NI Petrolandia, PE + - - X
CCRMBC33 Burkholderia  Belém de Séo + + - X
semiarida Francisco, PE
CCRMBC34 NI Belém de Sao + - - X
Francisco, PE
CCRMBC51 Burkholderia  Casa Nova, BA + X - -
sola
CCRMBC59 NI Oroc6, PE + + - X
CCRMBC73 NI Sento Sé, BA + - - X
CCRMBC74 Burkholderia  Belém de Séo + + - X
semiarida Francisco, PE
CCRMBC75 NI Petrolandia, PE + + - X
CCRMBC76 NI Petrolandia, PE + + — X
CCRMBC78 NI Petrolandia, PE + - - X
CCRMBC79 Burkholderia Oroco, PE + + - X
semiarida
CCRMBC114 NI Orocd, PE + + - X
CCRMBC115 Burkholderia  Petrolandia, PE + + — X
semiarida
CCRMBC131 Burkholderia Sento Sé, BA + - - X
semiarida
CCRMBC139 Burkholderia  Petrolandia, PE + - - X
semiarida
CCRMBC142 NI Casa Nova, BA + - - X
CCRMBC171 Burkholderia  Belém de Séo + - - X
semiarida Francisco, PE
CCRMBC241 Burkholderia  Petrolandia, PE + + - X
semiarida

Abreviaturas: CCRMBC, Colecédo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia; NI,
ndo identificada. Simbolos: +, isolados que cresceram nas placas de Petri; -, isolados que ndo
cresceram nas placas. X: isolados néo testados.
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Figura 1: Severidade da podriddo das escamas de cebola avaliada em catafilos de cebola
inoculados com os isolados CCRMBC16, CCRMBC74 e CCRMBC171 de Burkholderia
semiarida e o isolado CCRMBC51 de B. sola em diferentes concentragdes de sulfato de cobre.
Barras verticais correspondem ao desvio padréo da média.
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CONCLUSOES GERAIS
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CONCLUSOES GERAIS

o Vinte e oito gendtipos se comportaram como resistentes a B. semiarida e 30 genotipos
a B. sola.

o Os gendtipos Alfa Sdo Francisco, Baia do Cedo, Baia Periforme Agroceres, Baia
Periforme Super Precoce, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Carrancas, Crioula Mercosul,
IPA 10, IPA 2, Juporanga, Primavera, Primeiro, Rainha e S&o Paulo mantiveram-se
estdveis a ambas as espécies bacterianas, indicando que esses genoétipos sao
caracterizados como fontes promissoras de resisténcia a podriddo bacteriana das

escamas.

o O sulfato de cobre apresentou atividade bactericida in vitro sobre as duas espécies
bacterianas a partir da concentragio de 300 mg.L ™ de Cu?* para os isolados de B.
semiarida e 400 mg.L ™ de Cu?* para o isolado de B. sola, mas nio demonstrou reagio

in vivo sobre essas espécies.



