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RESUMO GERAL

A cebola (Allium cepa L.) esté sujeita a uma série de doencas de diferentes etiologias, sendo a
podridao bacteriana das escamas, causada por espécies do complexo de Burkholderia cepacia
(CBC), uma das doencas de maior importancia para a cebolicultura. Entre as espécies do CBC,
B. cenocepacia, B. orbicola, B. semiarida, e B. sola foram recentemente associadas a doenca
no Nordeste do Brasil, sendo observada a predominancia de B. cenocepacia e B. orbicola nesta
regido. Diante do exposto, este estudo teve como objetivos selecionar gendtipos de cebola
resistentes a B. cenocepacia e B. orbicola, e avaliar a reacéo de isolados dessas espécies ao
cobre. Inicialmente, 9 isolados de B. cenocepacia e 10 isolados de B. orbicola foram inoculados
em bulbos de cebolas comerciais para determinacdo dos niveis de agressividade. Em seguida,
bulbos de 44 gendtipos de cebola pertencentes aos programas de melhoramento genético de
cebola da Embrapa Hortalicas e do Instituto Agrondmico de Pernambuco foram inoculados com
o isolado mais agressivo de cada espécie, sendo selecionados 28 genotipos resistentes a B.
cenocepacia e 23 gendtipos a B. orbicola. Posteriormente, os trés isolados mais agressivo de
cada espécie foram inoculados em bulbos de cebola dos gendétipos selecionados, sendo
observado que 15 genotipos se mantiveram resistentes a B. cenocepacia e 9 gendtipos a B.
orbicola, enguanto os genotipos Baia Periforme Agro-ceres, Beta Cristal, BRS Rio Verde,
Crioula Mercosul, IPA 7, Primeiro e Rainha mantiveram-se estaveis para ambas as espécies,
indicando a presenca de genes com potencial para serem explorados em programas de
melhoramento visando a obtencdo de variedades de cebola resistentes a doenca. A reacdo ao
cobre foi avaliada submetendo-se os trés isolados mais agressivos de cada espécie a solucdes
de sulfato de cobre nas concentragdes de 0, 100, 200, 300 e 400 mg.L* de Cu?*. N&o foi
observado crescimento bacteriano a partir da concentracio de 300 mg.Lt de Cu®". Os
tratamentos nas concentragdes de 300 e 400 mg.L* de Cu?" foram plaqueados em meio de
cultura NYDA e inoculados em catafilos de cebola comerciais, sendo observado o crescimento
bacteriano em placa e o0s sintomas caracteristicos da doenca nos catafilos inoculados,
demonstrando uma acgéo bacteriostatica do cobre. Posteriormente, suspensdes de 18 isolados de
B. cenocepacia e 45 isolados de B. orbicola foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
minimo acrescido de 300 mg.L* de Cu?*, ndo sendo observado crescimento bacteriano.
Conclui-se que 7 gendtipos de cebola apresentaram niveis satisfatorios de resisténcia a B.
cenocepacia e B. orbicola, e que o cobre apresentou atividade bacteriostatica sobre essas

espécies a partir da concentragdo de 300 mg.L™ de Cu?*.

Palavras-chave: Allium cepa, resisténcia genética, controle quimico.



GENERAL ABSTRACT

Onion (Allium cepa L.) is subject to several diseases of different etiologies, being sour skin,
caused by species from the Burkholderia cepacea complex (BCC), one of the most important
diseases for onion cultivation. Among the BCC species, B. cenocepacia, B. orbicola, B.
semiarida, and B. sola have recently been associated with disease in northeastern Brazil, with
a predominance of of B. cenocepacia and B. orbicola, in this region. Given the above, this study
aimed to select onion genotypes resistant to B. cenocepacia and B. orbicola, and to evaluate the
reaction isolates of these species to copper. Initially, 9 isolates of B. cenocepacia and 10 isolates
of B. orbicola were inoculated into commercial onion bulbs to determine the levels of
aggressiveness. Then, bulbs of 44 onion genotypes belonging to the onion genetic improvement
programs of Embrapa Hortalicas and Instituto Agronémico de Pernambuco were inoculated
with the most aggressive isolate of each species, selecting 28 genotypes resistant to B.
cenocepacia and 23 genotypes to B. orbicola. Subsequently, the three most aggressive isolates
of each species were inoculated into onion bulbs of the selected genotypes, and it was observed
that 15 genotypes remained resistant to B. cenocepacia and 9 genotypes to B. orbicola, while
the genotypes Baia Periforme Agro-ceres, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Crioula Mercosul, IPA
7, Primeiro and Rainha remained stable for both species, indicating the presence of genes with
potential to be explored in breeding programs aimed at obtaining disease-resistant onion
varieties. The reaction to copper was evaluated by submitting the three most aggressive isolates
of each species to copper sulfate solutions at concentrations of 0, 100, 200, 300 and 400 mg.L"
! of Cu?*. No bacterial growth was observed from the concentration of 300 mg.L™* of Cu?*. The
treatments at concentrations of 300 and 400 mg.L™ of Cu?" were plated in NYDA culture
medium and inoculated in commercial onion cataphylls, observing bacterial growth in plaque
and the characteristic symptoms of the disease in the inoculated cataphylls, demonstrating an
action copper bacteriostatics. Subsequently, suspensions of 18 B. cenocepacia isolates and 45
B. orbicola isolates were inoculated in Petri dishes containing minimal medium plus 300 mg.L
! of Cu?*, with no bacterial growth being observed. It was concluded that 7 onion genotypes
showed satisfactory levels of resistance to B. cenocepacia and B. orbicola, and that copper

showed bacteriostatic activity on these species from the concentration of 300 mg.L™* of Cu?*.

Keywords: Allium cepa, sour skin, genetic resistance, chemical control.
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SELECAO DE GENOTIPOS DE CEBOLA RESISTENTES A PODRIDAO
BACTERIANA DAS ESCAMAS E REA(;AO DE ISOLADOS DE Burkholderia
cenocepacia E B. orbicola AO COBRE

INTRODUCAO GERAL

1. A cultura da cebola

A cebola (Allium cepa L.) é uma das mais antigas hortaligas cultivadas e de mais ampla
difusdo no mundo (BARBIERI, 2008; OLIVEIRA; MAROUELLI; MADEIRA, 2009), sendo
caracterizada entre as espécies pertencentes ao género Allium, como a mais importante quanto
ao volume de producdo e valor econdmico (RESENDE; COSTA, 2007). O género Allium
pertence a classe Monocotyledoneae, ordem Asparagales e familia Alliaceae (VELEZ, 2017),
que abrange outras espécies de importancia econémica como o alho (A. sativum L.), o alho-
por6 (A. ampeloprasum var. porrum (L.) J. Gay), e a cebolinha (A. fistulosum L.) (KILL;
RESENDE; SOUZA, 2007).

Trata-se de uma espécie bienal que, em condi¢bes normais, produz bulbos no primeiro
ano, a partir das sementes, e sementes no segundo ano, a partir dos bulbos (COSTA;
ANDREOTTI, 2002), sendo morfologicamente descrita como uma planta herbacea, constituida
de folhas ocas, cerosas ou ndo, caule subterraneo e sistema radicular fasciculado (COSTA,;
ANDREOTTI, 2002; KILL; RESENDE; SOUZA, 2007). A parte comercial € um bulbo
tunicado, que apresenta variacdo em formato, cor, pungéncia, tamanho e conservagdo pés-
colheita (KILL; RESENDE; SOUZA, 2007).

No Brasil, a cebola destaca-se, ao lado da batata (Solanum tuberosum L.) e do tomate
(Solanum lycopersicum L.), como as hortalicas economicamente mais importantes, tanto pelo
volume produzido como pela renda gerada (LEITE, 2014; SILVA, 2016). A producéo de cebola
é concentrada principalmente nos estados de Bahia, Goias, Minas Gerais, Parana, Pernambuco,
Rio Grande do Sul, Santa Catarina e S&o Paulo (IBGE, 2023), constituindo a principal atividade
econbmica para mais de 60 mil familias (MAROUELLI; COSTA; SILVA, 2005), cuja
importancia socioecondmica fundamenta-se ndo apenas em demandar grande quantidade de
mé&o-de-obra, contribuindo para a viabilizacdo de pequenas propriedades, mas também para
fixar os pequenos produtores na zona rural, reduzindo a migragdo para as grandes cidades
(COSTA; ANDREOTTI, 2002).
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A producéo mundial de cebola no ano de 2021 foi de aproximadamente 106,6 milhGes
de toneladas, sendo as maiores producdes registradas na india e China, que juntos
corresponderam a mais de 47,6% da producao mundial (FAO, 2023). No Brasil, a producéo de
cebola no ano de 2021 foi de 1.640.628 toneladas, com registro mais expressivo no estado de
Santa Catarina, compreendendo 481.233 toneladas. A regido Nordeste foi responsavel pela
producdo de 329.682 toneladas, com destaque para os estados da Bahia, com uma producéo de
260.399 toneladas, seguido de Pernambuco, com 61.739 toneladas, sendo estes responsaveis
por 97,7% da producdo regional (IBGE, 2023).

As diferentes regides produtoras de cebola do pais apresentam diversidade quanto as
épocas de semeadura e colheita. A época de plantio deve ser definida em funcdo da
compatibilizacdo das exigéncias fisiologicas da cultivar a ser plantada com as condicdes
ambientais locais e do mercado consumidor (COSTA; RESENDE, 2007). A regido Nordeste
tem a vantagem de ser a Unica regido brasileira com condi¢des de ofertar o produto durante
todos os meses do ano devido as condicBes climaticas favoraveis ao desenvolvimento da
cultura, como temperatura e fotoperiodo elevados (SILVA, 2016). Para esta regido sdo
recomendadas as cultivares de coloracdo amarela, Vale Ouro IPA-11, Composto IPA-6, Texas
Grano-502 PRR, Alfa Tropical, Alfa Sdo Francisco e os hibridos Granex-429, Granex-33 e
Mercedes, bem como a cultivar Franciscana IPA-10 de coloragdo roxa (COSTA; RESENDE,
2007), pela adaptacdo as condi¢6es edafoclimaticas da regido, apresentando 6timo desempenho
agrondmico, além da elevada resisténcia ao mal-de-sete-voltas (Colletotrichum gloeosporioides
Penz) e a mancha parpura (Alternaria porri Ell.), e moderada tolerancia ao tripes (Thrips tabaci
Lind.) (COSTA; RESENDE, 2007; SANTO et al., 2010).

A cebolicultura pode ser comprometida pela ocorréncia de inimeras doengas, tanto no
campo, acometendo as mais diversas partes da planta, como na fase de p6s-colheita (GAVA,;
TAVARES, 2007; OLIVEIRA et al., 2019). Dentre essas doencas, destaca-se a podriddo
bacteriana das escamas, a qual apresenta ocorréncia generalizada e pode causar perdas de até
50% da producdo (WORDELL FILHO; BOFF, 2006).

2. Podriddo das escamas da cebola

A podriddo das escamas caracteriza-se como um conjunto de podriddes associadas a
diferentes espécies de bactérias, como B. gladioli pv. alliicola (Burkholder) Young et al.,
Pseudomonas aeruginosa (Schroeter) Migula (WORDELL FILHO; BOFF, 2006), Serratia

marcescens Bizio (MARQUES et al., 1994) e aquelas pertencentes ao complexo B. cepacia



12

(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. e B. sola Velez et al. (VELEZ, et al., 2023). N&o obstante, a sintomatologia e o
nome da doenca podem variar em funcdo da bactéria envolvida, sendo a podridao causada por
espécies do CBC comumente conhecida como camisa d’agua ou podriddo bacteriana das
escamas devido a deterioracdo restrita as escamas mais externas dos bulbos, com as escamas
internas sem sintomas (BURKHOLDER, 1950; SILVA et al., 2018). Adicionalmente, é
importante mencionar que a doenca foi registrada pela primeira vez em Nova York, em 1950,
ocasido em que recebeu 0 nome de “sour skin” devido ao seu caracteristico odor avinagrado
(BURKHOLDER, 1950).

As principais bactérias associadas a podriddo bacteriana das escamas na regiao Nordeste
pertencem ao CBC (SILVA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019; BAIA et al., 2021), o qual se
caracteriza como um conjunto formado por 24 espécies estreitamente relacionadas (EBERL;
VANDAMME, 2016; MORALES-RUIZ et al., 2022) que apresentam alta similaridade nas
sequéncias dos genes 16S rDNA (98-100%) e recA (94-95%), com moderada hibridizacéo
DNA-DNA (30-50%) (COENYE et al., 2001) e identidade média de nucleotideos (average
nucleotide identity - ANI) do genoma abaixo de 90% (PEETERS et al., 2016), sendo
caracterizadas como versateis patdgenos de plantas, saprofitas, agentes de biocontrole, agentes
de biorremediacdo e patdgenos oportunistas de humanos (PARKE, 2000). Dentre as espécies
pertencentes ao CBC associadas a doenca, recentemente foram observadas a ocorréncia natural
de B. cepacia, B. cenocepacia, B. ambifaria e B. pyrocinia na regido de Tohoku, no Japéo
(TSUJI; KADOTA, 2020); e B. cenocepacia, B. orbicola (BAIA et al., 2021), B. semiarida e
B. sola na regido semiarida do Nordeste brasileiro (OLIVEIRA et al., 2017; BAIA et al., 2021,
VELEZ et al., 2023), sendo as duas primeiras espécies encontradas de forma predominante
nesta regido (BAIA et al., 2021).

O género Burkholderia, atualmente classificado no filo Pseudomonadota, classe
Betaproteobacteria, ordem Burkholderiales e familia Burkholderiaceae (LPSN, 2023), abriga
espécies Gram-negativas, de formato reto ou ligeiramente curvado, medindo 1,0 a 5,0 um de
comprimento e 0,5 a 1,0 um de largura, apresentando um ou mais flagelos polares, sendo de
natureza aerobia, oxidase e catalase positiva, e ndo esporulantes (SILVA et al., 2018). As
espécies sdo naturalmente abundantes no solo, agua e nas superficies das plantas (PARKE,
2000), sendo em sua maioria mesofilas, apresentando temperatura étima de crescimento entre
30° C e 37° C, podendo algumas espécies crescer em temperaturas extremas, comoa4°Ce a
42° C (LIPUMA et al., 2011).
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N&do existem estudos que demonstrem o comportamento de todas as espécies de
Burkholderia associadas a podriddo bacteriana das escamas da cebola. No entanto, essas
bactérias sdo consideradas como parte da flora microbiana normal do solo, sobrevivendo nos
restos de cultura e outros restos vegetais, além de bulbos infectados e indevidamente
armazenados (GAVA; TAVARES, 2007). No campo, a disseminacgdo ocorre principalmente
através da &gua de irrigacdo, salpicos da chuva, solo aderido a implementos agricolas e no
processo de transporte dos bulbos (WORDELL FILHO; BOFF, 2006; GAVA; TAVARES,
2007), sendo a infeccdo favorecida quando em condi¢cdes de alta umidade do solo e
temperaturas elevadas (GAVA; TAVARES, 2007).

A podridao bacteriana das escamas pode ocorrer no campo, porém € verificada com
maior frequéncia apds a colheita, podendo ser severa durante 0 armazenamento dos bulbos
(WORDELL FILHO; BOFF, 2006; GAVA; TAVARES, 2007). O patdgeno penetra através de
aberturas naturais ou em ferimentos causados durante 0 manejo da cultura e colheita, ou quando
as folhas caem durante a maturacgéo dos bulbos, constituindo portas de entrada para as bactérias
(WORDELL FILHO; BOFF, 2006; VELEZ, 2021). O ataque ocorre inicialmente nos tecidos
foliares mais velhos, mortos ou quase mortos, atingindo a haste ou colo da planta, onde progride
até atingir as escamas externas, culminando em seu apodrecimento (GAVA; TAVARES,2007)
devido a atividade degradante de varias enzimas pectinoliticas produzidas pelo patégeno
(WORDELL FILHO; BOFF, 2006).

O manejo da doenca implica no uso de bulbos e sementes saudaveis (VELEZ, 2021),
sendo recomendado o cultivo em solos bem drenados e planos, procedendo com a irrigacdo e a
adubacdo adequadas (GAVA; TAVARES, 2007). Além disso, deve-se ter cuidado nos tratos
culturais durante o ciclo da cultura e no manuseio de bulbos no processo de colheita e
armazenamento, evitando-se, principalmente, danos mecanicos que possam comprometer a
integridade das escamas ou ferir as folhas préximo ao pescoco, a exposicdo direta do bulbo ao
sol na fase de cura, e 0 armazenamento de bulbos sadios com aqueles infectados (WORDELL
FILHO; BOFF, 2006). Os bulbos devem ser mantidos em local fresco e arejado e submetidos a
secagem rapidamente para evitar a proliferacdo do possivel indculo presente na regido do colo
e o posterior desenvolvimento da doenca durante o transporte ou armazenamento (GAVA,
TAVARES, 2007).

Existem poucas cultivares de cebola resistentes a doencas de etiologia bacteriana
(MCDONALD; JAIME; HOVIUS, 2004), ndo sendo identificados genotipos
comprovadamente resistentes as espécies causadoras da podriddo bacteriana das escamas
(GAVA; TAVARES, 2016). No entanto, em estudo recente de avaliagdo de resisténcia a
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isolados de B. gladioli pv. alliicola, agente causal da podridao escorregadia, foram apontados
sete gendtipos como potenciais fontes de resisténcia para uso em programas de melhoramento
visando a obtencdo de variedades de cebola com resisténcia a doenca (VELEZ et al., 2020).
Adicionalmente, considerando que apenas um produto a base de Melaleuca alternifolia
encontra-se registrado no Sistema de Agrotdxicos Fitossanitarios (AGROFIT) do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para manejo de podriddes causadas por B.
gadiolli pv. allicola na cultura (AGROFIT, 2023), a avaliacdo do potencial do cobre poderia
contribuir visando a sua utilizacdo no manejo integrado para amenizar de maneira consideravel
as perdas ocasionadas pela doenca (GAVA; TAVARES, 2016).

3. Burkholderia cenocepacia e B. orbicola

Burkholderia cenocepacia é um patdgeno oportunista que causa infeccdes nosocomiais
em individuos imunocomprometidos e pacientes com fibrose cistica, cujo agravamento pode
implicar na fatal “sindrome cepacia”, caracterizada por insuficiéncia respiratoria progressiva e
pneumonia necrosante, resultando na morte precoce do individuo (WALLNER et al., 2019).
Isolados de B. cenocepacia tém se mostrado prevalentes em pacientes com fibrose cistica,
representando mais de 80% dos casos de infeccdes bacterianas associados a estes individuos
no Canada e em diversos paises na Europa (AGODI et al., 2002; MCDOWEEL et al., 2004).
Além das implicacdes para a saude publica, B. cenocepacia é também caracterizada como
patégeno de plantas causando doencas em culturas agricolas de importancias econémica, como
a cebola (BAIA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2017) e a banana (LEE et al., 2005; LEE;
CHAN, 2007).

Baseado em andlises da sequéncia do gene recA, isolados de B. cenocepacia tém sido
subdivididos em quatro linhagens filogenéticas, caracterizadas como IlIA, 1IIB, IHIC e 11D
(VANDAMME et al., 2003; SCOFFONE et al., 2017). As linhagens IlIA e I1IB tém sido
observadas em pacientes acometidos por fibrose cistica e imunodeprimidos (SCOFFONE et al.,
2017; WALLNER et al., 2019; VANDAMME et al., 2003), e associadas a podridao bacteriana
das escamas da cebola (OLIVEIRA et. al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019; TSUJI; KADOTA,
2020; BAIA et al., 2021). Os isolados da linhagem IIIC foram relatados como sendo
exclusivamente ambientais, ocorrendo apenas em solo, enquanto os isolados pertencentes a
linhagem 111D de ocorréncia apenas clinica em pacientes com fibrose cistica na Suécia,
Argentina e Italia (VANDAMME et al., 2003; MANNO et al., 2004; CAMPANA et al., 2005;
SCOFFONE et al., 2017).
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Estudo posterior, fundamentado em analises filogenéticas e ANI, sugeriu que isolados
classificados como B. cenocepacia, pertencem a pelo menos duas espécies distintas
(WALLNER et al., 2019), defendendo a manutencdo do nome B. cenocepacia para isolados da
linhagem I11A, e a atribuicdo do nome B. servocepacia para isolados da linhagem 111B. No
entanto, esta Ultima proposic¢do néo foi validada devido a inconsisténcias no nome do isolado
tipo (Tatl-371 em vez de TALtI-371), no protdlogo que descreve a nova espécie e no deposito do
referido isolado (MORALES-RUIZ et al., 2022), descumprindo a regra 27 e a recomendacio
30 do International Code of Nomenclature of Prokaryotes (ICNP). Dessa forma, isolados de B.
cenocepacia linhagem I11B foram novamente reclassificados, dessa vez como B. orbicola, cujo
epiteto foi recentemente validado (MORALES-RUIZ et al., 2022).

4. Fontes de resisténcia

O uso de cultivares resistentes é caracterizado como 0 método mais eficiente, econdmico
e ambientalmente seguro para 0 manejo de doencas de plantas, pois permite a reducdo
significativa da aplicacdo de agroquimicos e a associagdo com outras praticas para o controle
efetivo de doengas (CAMARGO, 2011). Além disso, a utilizagdo de cultivares resistentes
atende a crescente pressdo dos consumidores para a producdo de alimentos saudaveis a partir
de atividade ndo danosa a natureza (SANTOS et al., 2013).

A resisténcia genética é definida como a capacidade da planta em retardar ou suprimir
a atividade de um pat6égeno, reduzindo os danos causados a seus tecidos (PASCHOLATI,
LEITE, 1995; VELEZ, 2017). A resisténcia genética apresenta natureza dindmica e coordenada,
cuja efetividade depende da expressao dos seus mecanismos em uma sequéncia logica, apds o
contato do patdégeno com o hospedeiro, de modo a caracterizar um sistema multicomponente,
onde o nivel de resisténcia resulta da somatéria das contribui¢fes individuais de diferentes
mecanismos de resisténcia (PASCHOLATI; LEITE, 1995).

A obtencdo de genotipos resistentes a doencgas € uma atividade complexa que exige o
planejamento estratégico para gerar e manter um determinado gendtipo resistente (VELEZ,
2017). Isso deve-se as vantagens seletivas apresentadas pelos patdgenos sobre os genotipos
hospedeiros, como o réapido ciclo de vida e a facilidade de liberacdo de novas combinacgdes
genéticas de patogenicidade, principalmente em funcdo das mutagfes espontaneas e seus
mecanismos proprios de recombinacdo sexual ou assexual (MATTIELO; BARBEIRI;
CARVALHO, 1997).
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O melhoramento para resisténcia a doencas ndo difere fundamentalmente do
melhoramento para outros caracteres. As etapas basicas de um programa de melhoramento,
visando a obtencéo de cultivares resistentes, compreende a identificacdo de fontes de resisténcia
disponiveis no germoplasma da espécie (THUROW; CASTRO; PEREIRA, 2018), seguindo-
se a selecdo do método de melhoramento para incorporacdo da resisténcia em cultivares
comerciais, levando-se em consideracdo, principalmente, a natureza genética da resisténcia, se
qualitativa ou quantitativa, e o tipo de reproducdo do hospedeiro, se autdgama ou alégama
(AGRIOS 2005; CAMARGO 2011). Além disso, também deve-se levar em consideracdo a
definicdo das estratégias para incorporacdo dos genes de resisténcia, tracadas a partir do
conhecimento da estrutura genética e do potencial evolucionario das populacBes patogénicas
(THUROW,; CASTRO; PEREIRA, 2018).

As cultivares disponibilizadas pela pesquisa em melhoramento genético de cebola no
Brasil proporcionaram ganhos significativos em produtividade, diversidade, adaptacdo a
estresses bidticos e abidticos, e possibilitaram a modernizacdo dos sistemas de cultivo,
contribuindo de forma efetiva para o desenvolvimento e sustentacédo da cebolicultura (SANTOS
et al., 2013). O melhoramento genético de cebola na regido Nordeste do Brasil tem sido
executado ininterruptamente desde o0 ano de 1972, contemplando cebolas roxas e amarelas, com
o0 objetivo de desenvolver cultivares dotadas de elevado potencial produtivo, nivel elevado de
tolerancia ao tripes (Thrips tabaci) e de resisténcia ao mal-de-sete-voltas (Collectrotrichum
gloeosporioides) e a raiz rosada (Pyrenochaeta terrestris), considerados como 0s principais
problemas fitossanitarios da regido Nordeste, bem como, a melhor conservacao pds-colheita,
pungéncia moderada e a boa adaptacdo as condigdes ambientais locais (COSTA; CANDEIA;
ARAUJO, 1999; SOUZA et al., 2008).

Ao longo dos anos, uma série de cultivares foram desenvolvidas na regido pelo Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA), Embrapa Semiarido e Embrapa Hortalicas. Nesse
contexto, destaca-se as cultivares pertencentes a série IPA, Alfa Tropical e Alfa Sdo Francisco
(SOUZA et al., 2008), oriundas de estudos de adaptacdo de cultivares com o objetivo de
selecionar gendtipos mais resistentes a patdgenos e apresentando niveis aceitaveis de
produtividade, adaptacédo, qualidade e outros caractéres agrondmicos favoraveis (THUROW,;
CASTRO; PEREIRA, 2018). No entanto, apesar da significativa importancia da podridao
bacteriana das escamas causadas por espécies pertencentes ao CBC na regido, atrelada a baixa
eficiéncia das medidas de controle disponiveis para 0 manejo da doenca, até 0 momento ndo
existe registro de cultivares resistentes ou da selecdo de genotipos para uso como potencial

fonte de resisténcia a B. cenocepacia e B. orbicola e demais espécies pertencentes ao complexo
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B. cepacia. Por outro lado, sete genotipos (F2 (EHCEB 20151030 x EHCEB 20133015),
Cascuda T5, Crioula Mercosul, Juporanga, EHCEB 20111036, Cascuda T6 e EHCEB
20142028) apresentando tolerancia a isolados de B. gladioli pv. alliicola foram recentemente
identificados (VELEZ et al., 2020), indicando que acessos de cebola podem ser tolerantes ou
resistentes as demais espécies de Burkholderia associadas a doencga na regidao Nordeste do
Brasil.

5. Sensibilidade a capricos

O cobre, em sua forma idnica, € um oligoelemento necessario para a maioria dos
organismos procaridticos e eucarioticos, incluindo humanos (SANTO; MORAIS; GRASS,
2010), sendo importante aos processos celulares fundamentais, como fosforilacdo oxidativa,
fotossintese e controle de radicais livres (BONDARCZUK; PIOTROWSKA-SEGET, 2013),
atuando como um cofator essencial a varias enzimas envolvidas na respiracdo, a exemplo de
oxigenases e proteinas transportadoras de elétrons (GARCIA-HORSMAN et al., 1994).

Apesar de desempenhar um papel essencial nos processos bioldgicos, o cobre é
altamente toxico quando em excesso (BONDARCZUK; PIOTROWSKA-SEGET, 2013), de
modo que em concentragdes elevadas apresenta a habilidade de gerar radicais livres capazes de
danificar o DNA e membranas lipidicas das células (SILVA, 2017). Essa toxicidade € causada
principalmente pelas propriedades intrinsecas do cobre, onde os ions livres sofrem reacdes de
ciclo redox alternando entre Cu (1) e Cu (1), além de resultar na transferéncia de elétrons para
0 perdxido de hidrogénio e a geracdo concomitante de radicais hidroxila que prontamente
atacam e danificam as biomoléculas celulares (SANTO; MORAIS; GRASS, 2010).

O cobre tem sido utilizado na medicina e na agricultura (BONDARCZUK;
PIOTROWSKA-SEGET, 2013) como componente de agentes antibacterianos, algicidas e
fungicidas (LOFTIN et al., 2005). A calda bordalesa foi 0 primeiro composto antimicrobiano a
base de cobre (CABC) utilizado na agricultura, tendo sido descoberto acidentalmente em 1885
pelo cientista francés Pierre-Marie Alexis Millardet (GAYON; SAUVAGEAU, 1903).
Segundo Lamichhane et al. (2018), ao contrario da ampla gama de fungicidas disponiveis para
controle de doencas de etiologia fungica, poucos sdo os bactericidas disponiveis para protecao
de culturas anuais e perenes contra bactérias fitopatogénicas.

Os CABCs séo estritamente usados como protetores, pois a maioria das complexagdes
guimicas ndo permite a atividade curativa ou sistémica, sendo esta caracteristica conhecida

apenas para o Fulland, um fertilizante foliar a base de cobre (cobre a 3,5%) que promove 0
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fortalecimento fisiolégico natural da planta, contribuindo para o maior aproveitamento de
nutrientes e estimulando a producdo de substancias de autodefesa, o qual € indicado para as
suas diferentes fases de desenvolvimento. Ao entrar em contato com agua e pH baixo, esses
compostos liberam lentamente ions de cobre que sdo toxicos para as células microbianas,
reduzindo de maneira significativa o acimulo de indculo e prevenindo a infecgdo
(LAMICHHANE et al., 2018).

De modo geral, o cobre atua na protecdo do tecido vegetal contra infeccdo por bactérias
e na reducdo da populacdo bacteriana na superficie foliar, sendo necessarias varias aplicacdes
de produtos para alcancar o controle adequado das doengas bacterianas (LEITE JUNIOR,
2000). Nesse contexto, aplicacBes regulares de produtos clpricos tém sido adotadas entre as
principais praticas de manejo integrado para o controle de doencas bacterianas, a exemplo do
programa de manejo integrado para a prevencao e 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 de modo a comprometer a eficacia do
cobre (BEHLAU et al., 2013). Isolados resistentes ao cobre foram identificados em varias
bactérias fitopatogénicas (SILVA, 2017), como recentemente demonstrado em estudo de
sensibilidade de isolados de B. gladioli a produtos quimicos e bioldgicos, os quais apresentaram
resisténcia natural in vitro a produtos a base de cobre, antibioticos e bioldgicos (SERRET-
LOPEZ et al., 2021). Essa caracteristica é também observada entre espécies do CBC que sdo
frequentemente isoladas de solos acidos onde a biodisponibilidade de cobre é alta, conferindo
a esta uma eleva resisténcia a varios metais pesados (HIGGINS et al., 2020), o que torna
evidente a necessidade de estudos de caracterizacdo do comportamento das espécies associadas
a podridao bacteriana das escamas em relacéo ao cobre. Portanto, tendo em vista a significativa
importancia da podriddo bacteriana das escamas para a cebolicultura e a baixa eficiéncia das
medidas de manejo adotadas, este estudo visa selecionar genotipos de cebola resistentes a
podridao bacteriana das escamas causada por isolados de B. cenocepacia e B. orbicola e avaliar

a reacdo de isolados dessas espécies ao cobre.
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RESUMO

A cebola (Allium cepa L.) esta sujeita a uma série de doencas de diferentes etiologias, sendo a
podridao bacteriana das escamas, causada por espécies do complexo de Burkholderia cepacia
(CBC), uma das doencas de maior importancia para a cebolicultura. Entre as espécies do CBC,
B. cenocepacia, B. orbicola, B. semiarida, e B. sola foram recentemente associadas a doenca
no Nordeste do Brasil, sendo observada a predominancia de B. cenocepacia e B. orbicola nesta
regido. Diante do exposto, este estudo teve como objetivos selecionar gendétipos de cebola
resistentes a B. cenocepacia e B. orbicola, e avaliar a reacdo de isolados dessas espécies ao
cobre. Inicialmente, 9 isolados de B. cenocepacia e 10 isolados de B. orbicola foram inoculados
em bulbos de cebolas comerciais para determinacdo dos niveis de agressividade. Em seguida,
bulbos de 44 gendtipos de cebola pertencentes aos programas de melhoramento genético de
cebola da Embrapa Hortalicas e do Instituto Agronémico de Pernambuco foram inoculados com
o isolado mais agressivo de cada espécie, sendo selecionados 28 genotipos resistentes a B.
cenocepacia e 23 geno6tipos a B. orbicola. Posteriormente, os trés isolados mais agressivo de
cada espécie foram inoculados em bulbos de cebola dos genotipos selecionados, sendo
observado que 15 genotipos se mantiveram resistentes a B. cenocepacia e 9 gendtipos a B.
orbicola, enquanto os genotipos Baia Periforme Agro-ceres, Beta Cristal, BRS Rio Verde,
Crioula Mercosul, IPA 7, Primeiro e Rainha mantiveram-se estaveis para ambas as espécies,
indicando a presenca de genes com potencial para serem explorados em programas de
melhoramento visando a obtencdo de variedades de cebola resistentes a doenga. A reacao ao

cobre foi avaliada submetendo-se os trés isolados mais agressivos de cada espécie a solucbes
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de sulfato de cobre nas concentracdes de 0, 100, 200, 300 e 400 mg.L* de Cu?*. Nao foi
observado crescimento bacteriano a partir da concentragcio de 300 mg.Lt de Cu®. Os
tratamentos nas concentragdes de 300 e 400 mg.L* de Cu?* foram plaqueados em meio de
cultura NYDA e inoculados em catafilos de cebola comerciais, sendo observado o crescimento
bacteriano em placa e os sintomas caracteristicos da doenga nos catafilos inoculados,
demonstrando uma acéo bacteriostatica do cobre. Posteriormente, suspensdes de 18 isolados de
B. cenocepacia e 45 isolados de B. orbicola foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
minimo acrescido de 300 mg.L? de Cu?*, ndo sendo observado crescimento bacteriano.
Conclui-se que 7 genotipos de cebola apresentaram niveis satisfatorios de resisténcia a B.
cenocepacia e B. orbicola, e que o cobre apresentou atividade bacteriostatica sobre essas

espécies a partir da concentragdo de 300 mg.L™ de Cu?*.

Palavras-chave: Allium cepa, resisténcia genética, controle quimico.

ABSTRACT

Onion (Allium cepa L.) is subject to several diseases of different etiologies, being sour skin,
caused by species from the Burkholderia cepacea complex (BCC), one of the most important
diseases for onion cultivation. Among the BCC species, B. cenocepacia, B. orbicola, B.
semiarida, and B. sola have recently been associated with disease in northeastern Brazil, with
a predominance of of B. cenocepacia and B. orbicola, in this region. Given the above, this study
aimed to select onion genotypes resistant to B. cenocepacia and B. orbicola, and to evaluate the
reaction isolates of these species to copper. Initially, 9 isolates of B. cenocepacia and 10 isolates
of B. orbicola were inoculated into commercial onion bulbs to determine the levels of
aggressiveness. Then, bulbs of 44 onion genotypes belonging to the onion genetic improvement
programs of Embrapa Hortalicas and Instituto Agronémico de Pernambuco were inoculated
with the most aggressive isolate of each species, selecting 28 genotypes resistant to B.
cenocepacia and 23 genotypes to B. orbicola. Subsequently, the three most aggressive isolates
of each species were inoculated into onion bulbs of the selected genotypes, and it was observed
that 15 genotypes remained resistant to B. cenocepacia and 9 genotypes to B. orbicola, while
the genotypes Baia Periforme Agro-ceres, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Crioula Mercosul, IPA
7, Primeiro and Rainha remained stable for both species, indicating the presence of genes with
potential to be explored in breeding programs aimed at obtaining disease-resistant onion

varieties. The reaction to copper was evaluated by submitting the three most aggressive isolates
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of each species to copper sulfate solutions at concentrations of 0, 100, 200, 300 and 400 mg.L"
! of Cu?*. No bacterial growth was observed from the concentration of 300 mg.L of Cu?*. The
treatments at concentrations of 300 and 400 mg.L™ of Cu?" were plated in NYDA culture
medium and inoculated in commercial onion cataphylls, observing bacterial growth in plaque
and the characteristic symptoms of the disease in the inoculated cataphylls, demonstrating an
action copper bacteriostatics. Subsequently, suspensions of 18 B. cenocepacia isolates and 45
B. orbicola isolates were inoculated in Petri dishes containing minimal medium plus 300 mg.L"
! of Cu?*, with no bacterial growth being observed. It was concluded that 7 onion genotypes
showed satisfactory levels of resistance to B. cenocepacia and B. orbicola, and that copper
showed bacteriostatic activity on these species from the concentration of 300 mg.L* of Cu?*.

Keywords: Allium cepa, sour skin, genetic resistance, chemical control.

A cebola, Allium cepa L., € uma das mais antigas hortalicas cultivadas e de maior
difusdo pelo mundo (Barbieri 2008; Oliveira et al. 2009), sendo caracterizada como a espécie
mais importante do género Allium devido ao volume de producdo e valor econémico (Resende
& Costa 2007). A producdo mundial de cebola no ano de 2021 foi de aproximadamente 106,6
milhdes de toneladas, sendo as maiores producdes registradas na india e China, que juntos
correspondem a mais de 47,6% da producdo mundial para o referido ano (FAO 2023). O Brasil
atingiu uma producdo de 1.640.628 toneladas, sendo a regido Nordeste responsavel pela
producdo de 329.682 toneladas, com destaque para o estado da Bahia, que produziu 260.399
toneladas, e Pernambuco, com uma producéo de 61.739 toneladas, que juntos sdo responsaveis
por 97,7% da producdo regional (IBGE 2023).

A cultura da cebola pode ser comprometida por inimeras podriddes bacterianas, seja no
campo ou na fase de pos-colheita (Gava & Tavares 2007; Silva et al. 2018). Dentre essas
doengas, a podridao bacteriana das escamas destaca-se como um dos principais problemas da
cebolicultura, pois ocorre de forma generalizada e pode causar perdas de até 50% da producao
(Wordell Filho & Boff 2006; Silva et al. 2018). A primeira ocorréncia mundial da doenca foi
realizada no estado de Nova York no ano de 1950 e originalmente relatada por Walter
Burkholder, sendo denominada de “sour skin”, devido ao seu caracteristico odor avinagrado
(Burkholder 1950). No Brasil, a doenga é chamada de camisa d’agua ou podriddo bacteriana
das escamas pelo fato da deterioracdo estd restrita as escamas mais externas dos bulbos
(Burkholder 1950; Silva et al. 2018).
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As principais espécies associadas a podriddo bacteriana das escamas pertencem ao
complexo B. cepacia (CBC) (Silva et al. 2018), que abriga um conjunto formado por 24
espécies estreitamente relacionadas (Eberl & Vandamme 2016; Morales-Ruiz et al. 2022),
apresentando alta similaridade nas sequéncias dos genes 16S rDNA (98-100%) e recA (94-
95%), com moderada hibridizacdo DNA-DNA (30-50%) (Coenye et al. 2001) e identidade de
nucleotideos (average nucleotide identity - ANI) do genoma abaixo de 90% (Peeters et al.
2016), sendo caracterizadas como versateis patogenos de plantas, saprofitas, agentes de
biocontrole, agentes de biorremediacdo e patdgenos oportunistas de humanos (Parke 2000).
Dentre as espécies do CBC, apenas B. cenocepacia (Oliveira et al. 2017), B. orbicola (Morales-
Ruiz et al. 2022), B. semiarida e B. sola (Velez 2021) tem sido detectadas causando a podriddo
bacteriana das escamas da cebola no semiarido nordestino (Oliveira et al. 2017; Oliveira et al.
2019; Baia et al. 2021; Velez 2021).

O uso de cultivares resistentes e caracterizado como o método mais eficiente, econémico
e ambientalmente seguro para o controle de doencas de plantas, pois permite a reducdo
significativa da aplicacdo de agroguimicos e a associacdo com outras praticas de manejo para
o controle efetivo de doencas (Camargo 2011). Além disso, a utilizacdo de cultivares resistentes
atende a crescente pressdo dos consumidores para a producdo de alimentos saudaveis a partir
de atividade ndo danosa a natureza (Santos et al. 2013). Nesse contexto, o0 melhoramento
genético de cebola na regido Nordeste 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 tolerdncia aos principais problemas
fitossanitarios da regido, bem como uma melhor conservacdo pds-colheita, pungéncia
moderada e a boa adaptacdo as condi¢bes ambientais locais (Costa et al. 1999; Souza et al.
2008). No entanto, apesar da significativa importancia da podriddo bacteriana das escamas,
ainda ndo existe registro de cultivares comprovadamente resistentes a doen¢a. Contudo, estudos
recentes demonstraram que sete genotipos de cebola apresentaram tolerancia a isolados de B.
gladioli pv. alliicola (Velez et al. 2020), agente causal da podriddo escorregadia da cebola
(Burkholder 1942). Portanto, é alta a probabilidade de alguns desses genétipos também se
comportarem de forma tolerante ou resistente as espécies associadas a podriddo bacteriana das
escamas na regido Nordeste.

Além do uso de cultivares resistentes, o cobre também tem sido utilizado para a protecao
do tecido vegetal contra infeccdo por bactérias (Bondarczuk & Piotrowska-Seget 2013; Leite
Junior 2000). Nesse contexto, aplicacfes regulares de produtos cupricos tém sido adotadas entre

as principais praticas de manejo integrado para o controle de doencas bacterianas (Leite Junior
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2000; Silva 2017). No entanto, aplica¢fes continuas podem conferir resisténcia de modo a
comprometer a eficacia do cobre (Behlau et al. 2013), como recentemente demonstrado para B.
gladioli (Serret-Lopez et al. 2021). Além disso, considerando que espécies do complexo B.
cepacia sao altamente resistentes a varios metais pesados, sendo frequentemente isolados de
solos &cidos onde a biodisponibilidade de cobre é alta (Silva et al. 2018; Higgins et al. 2020),
torna-se evidente a necessidade de estudos que visem a caracterizagcdo do comportamento das
espeécies associadas a doenca em relacdo ao cobre. Portanto, este estudo teve como objetivos
selecionar gendtipos de cebola resistentes a podriddo bacteriana das escamas causada por

isolados de B. cenocepacia e B. orbicola e avaliar a reacdo desses isolados ao cobre.

MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados, condicdes de cultivo e preparo de suspensao

Dezoito isolados de B. cenocepacia e 45 isolados de B. orbicola, provenientes de
campos de producdo de cebola da regido semiarida do Nordeste do Brasil e com perfis
bioquimico, fisiolégico, molecular e filogenético previamente caracterizados (Oliveira et al.,
2019; Baia et al., 2021), foram obtidos na Colecdo de Culturas Rosa Mariano (CCRM) do
Laboratorio de Fitobacteriologia (LAFIBAC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), e reativados a partir de preservacfes em agua destilada esterilizada (ADE). Os
isolados foram cultivados em placas de Petri contendo meio de cultura Trypan Blue
Tetracycline - TBT (Hagedorn et al. 1987), sendo estas incubadas em Biochemical Oxygen
Demand (B.O.D) a temperatura de 30° C, durante 48 horas.

Para o preparo de suspensdes bacterianas, os isolados foram cultivados em placas de
Petri contendo meio NYDA e incubadas em B.O.D a temperatura de 30° C, por 36 horas. As
suspensdes bacterianas foram preparadas em ADE e as concentra¢des ajustadas com o auxilio
de um fotocolorimetro (Analyser 500 M, Brasil) para 108 UFC mL™. Todos os experimentos

descritos a seguir foram realizados em duplicata e cada espécies foi analisada individualmente.

Anélise da agressividade dos isolados de B. cenocepacia e B. orbicola

A andlise da agressividade foi realizada para 9 isolados de B. cenocepacia e 10 isolados

B. orbicola, caracterizados em estudos anteriores como 0s mais agressivos da referida colecéo
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(Baia et al. 2021). Catafilos provenientes de bulbos de cebola “classe 2” (35 — 50 mm de
didmetro), adquiridos no Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco (CEASA-PE),
foram cortados e dispostos sobre placas de Petri identificadas, sendo posteriormente feridos a
uma profundidade de aproximadamente 2,5 mm com o auxilio de alfinetes entomoldgicos, e
depositados 10 puL das suspensdes bacterianas dos isolados sobre o ferimento. As placas foram
acomodadas em bandejas pléasticas forradas com folhas de papel toalha embebidas com 80 mL
de ADE, sendo recobertas com sacolas plasticas transparentes para criacdo de uma camara
umida e incubadas a temperatura de 30° C durante 48 horas. Catafilos tratados similarmente
com ADE constituiram o controle negativo. As avaliac@es foram realizadas as 48 h medindo-
se 0 diametro da lesdo em dois sentidos opostos com o auxilio de um paquimetro digital. Os
trés isolados caracterizados como os mais agressivos de cada espécies foram selecionados para

fins de realizacdo dos experimentos descritos a seguir.

Selecdo de gendtipos de cebola resistentes a B. cenocepacia e B. orbicola

Quarenta e quatro gendtipos de cebola pertencentes aos programas de melhoramento
genético da cebola da Embrapa Hortalicas e do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA)
foram inoculados, em experimentos distintos, com o isolado mais agressivo de B. cenocepacia
e B. orbicola, respectivamente. Bulbos sadios de cebola, produzidos na estacdo experimental
do IPA em Belém do S&o Francisco-PE, compreendendo as “classes 2, 3 ¢ 4” (35— 90 mm de
didmetro), foram inoculados com o isolado CCRMBC 157 de B. cenocepacia e o isolado
CCRMBC 60 de B. orbicola.

O procedimento de inoculacdo consistiu na remogdo dos catafilos externos, sendo 0s
bulbos posteriormente acomodados, feridos, inoculados, identificados e incubados conforme
descricdo anterior. Bulbos tratados similarmente com ADE constituiram o controle negativo.
As avaliagdes foram realizadas a cada 60 minutos visando a determinacdo do periodo de
incubacéo, caracterizado como o tempo compreendido entre a inoculacdo do patdgeno e o
aparecimento do primeiro sintoma (Vanderplank 1963), e as 48 horas apds as inoculages, para

determinacéo da severidade, conforme descrito anteriormente.
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Avaliacéo da estabilidade da resisténcia de gendtipos de cebola a B. cenocepacia e B.
orbicola

Bulbos de cebola compreendendo as “classes 2, 3 e 4” (35 — 90 mm de diametro) dos
genotipos Alfa Sdo Francisco, Alvorada, Baia Periforme Agro-ceres, Baia Periforme Super
Precoce, Beta Cristal, Bola Precoce, Brisa Verdo IPA 13, BRS Rio Verde, Campo Lindo,
Carrancas, Conquista, Crioula Mercosul, H9, IPA 6, IPA 7, Jubileu, Juporanga, Leona, Optima
PF, Pérola, Primeiro, Poliana, Pop. Exp. VCE, Rainha, Ruiva, Sdo Paulo, Serrana e Vale Ouro
IPA 11 foram inoculados com os isolados CCRMBC 157, CCRMBC 55 e CCRMBC 61 de B.
cenocepacia, enquanto bulbos dos genotipos Alvorada, Baia do Cedo, Baia Periforme Agro-
ceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta Cristal, Bola Precoce, Brisa Verao IPA 13, BRS Rio
Verde, Campo Lindo, Carrancas, Conquista, Crioula Mercosul, Imperatriz, IPA 6, IPA 7, IPA
9, Jubileu, Optima PF, Primeiro, Rainha, Ruiva, S&o Paulo e Serrana foram inoculados com os
isolados CCRMBC 60, CCRMBC 67 e CCRMBC 27 de B. orbicola. Os procedimentos de

inoculacdo, incubacdo e avaliacbes foram realizadas conforme descritos anteriormente.

Determinacéo da concentracdo minima inibitoria de cobre a isolados de B. cenocepacia e

B. orbicola

Solucdes de sulfato de cobre (ICO) P.A — A.C.S. (Synth, Diadema, SP, Brasil) foram
testadas como fonte de ions de cobre (Cu?*) nas concentragdes finais de 0, 100, 200, 300 e 400
mg.L de Cu?*. As solugBes nas respectivas concentragdes foram preparadas em agua destilada
e esterilizadas por filtracdo em membrana milipore de 0,22 um. A concentracdo minima
inibitéria (CMI) foi determina para os isolados CCRMBC 157, CCRMBC 55 e CCRMBC 61
de B. cenocepacia e CCRMBC 60, CCRMBC 67 e CCRMBC 27 de B. orbicola em microplacas
de microtitulagdo mediante o cultivo em meio Luria-Bertani (Sezonov et al. 2007). Os
tratamentos para as diferentes concentracdes de cobre foram constituidos de 100 puL de meio
de cultura, acrescidos a 100 pL de solucdo de sulfato de cobre para as respectivas
concentracgdes, e 10 pL das suspensdes bacterianas. O controle positivo foi constituido por meio
de cultura, ADE e suspensdo bacteriana, enquanto o controle negativo foi constituido por meio
de cultura, diferentes concentragcbes de 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 repeticOes para cada tratamento e as avaliagOes foram realizadas

mediante a observacao visual da presenca e auséncia de crescimento bacteriano as 48 h.
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Para determinar a agéo do cobre sobre os isolados, catafilos provenientes de bulbos de
cebola obtidos no CEASA-PE foram feridos, inoculados e incubados conforme descrito
anteriormente. As inoculacbes foram realizadas utilizando-se 10 puL dos tratamentos nas
concentragdes de 0, 300 e 400 mg.L™ de Cu?* Paralelamente, foram transferidos e plaqueados
100 pL dos respectivos tratamentos para placas de Petri contendo meio NYDA. Placas e
bandejas foram posteriormente acomodadas para incubacédo em B.O.D. a temperatura de 30°C
durante 48 horas. As avaliacGes foram realizadas visando a determinacdo da incidéncia da
doenca e da acdo bactericida ou bacteriostatica do cobre sobre os isolados, mediante a
observacdo visual da manifestacdo de sintomas caracteristicos da podriddo bacteriana das
escamas nos catafilos de cebola e da presenca ou auséncia de crescimento bacteriano em placa.

Sensibilidade de isolados de B. cenocepacia e B. orbicola ao cobre in vitro

A sensibilidade ao cobre foi analisada para a colecdo de 18 isolados de B. cenocepacia
e 45 isolados de B. orbicola pertencentes a CCRM sob concentracdo de ions de cobre
caracterizada como minima inibitdria. O ensaio foi conduzido em placas de Petri contendo 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), acrescido de sulfato
de cobre na concentracéo de 300 mg.L ™ de Cu?*. Aliquotas de 20 pL das suspensdes bacterianas
foram depositadas em quatro pontos equidistantes sobre a superficie do meio de cultura,
caracterizando o nimero de repeti¢cdes para cada isolado. O controle negativo foi constituido
de uma aliquota de 20 uL de ADE depositada ao centro da placa. O controle positivo foi
constituido de inoculacdes similares em meio CYE sem o sulfato de cobre. As placas foram
cuidadosamente incubadas em B.O.D., a temperatura de 30 °C, por 48 horas. As avaliagOes
foram realizadas verificando-se a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano confluente,

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

Andlises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado para
determinacdo da agressividade dos isolados e selecdo de genotipos resistentes, sendo realizados
com cinco repeticGes por tratamento (isolado), e cada repeti¢do constituida por um catafilo ou
bulbo de cebola contendo um ponto de inoculagdo. Os experimentos para avaliacdo da

estabilidade da resisténcia foram conduzidos em arranjo fatorial (isolados X genotipos) com
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quatro repeticGes, sendo cada repeticdo constituida por um bulbo de cebola. A caracterizagdo
da atividade do cobre foi realizada através de ensaios in vivo compreendo seis repeti¢des por
tratamento, sendo cada repeti¢do constituida por um catafilo de cebola, e in vitro a partir de
plagueamentos compreendo duas repeti¢cdes para cada tratamento.

Os dados obtidos foram avaliados como repeti¢cdes no tempo. Os pressupostos da analise
de variancia (ANOVA) foram checados pelos Testes de Levene e Shapiro-Wilk com o auxilio
do programa Statistix (v. 9.0. Tallahassee, Florida, Estados Unidos). As medias do periodo de
incubacdo e da severidade da doenca foram agrupadas pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5%

de probabilidade, com auxilio do software estatistico Sisvar (v. 5.6) (Ferreira 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise da agressividade dos isolados de B. cenocepacia e B. orbicola

Os isolados CCRMBC 157, CCRMBC 55, CCRMBC 61, CCRMBC 199, CCRMBC
02, CCRMBC 21 e CCRMBC 56 de B. cenocepacia (Tabela 1) apresentaram os maiores niveis
de agressividade, ndo diferindo entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), enquanto os isolados
CCRMBC 99 e CCRMBC 147 se mostraram menos agressivos. A amplitude da agressividade
entre o isolado mais agressivo (CCRMBC 157) e os menos agressivos (CCRMBC 147 e
CCRMBC 99 e) foi de 12,39 mm.

Diferentes niveis de agressividade foram observados entre os isolados de B. orbicola
(Tabela 2). Os isolados CCRMBC 60 e CCRMBC 67 apresentaram 0s maiores niveis de
agressividade e ndo diferiram entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05), enquanto os isolados
CCRMBC 27, CCRMBC 65, CCRMBC 103, CCRMBC 23, CCRMBC 196, CCRMBC 31 e
CCRMBC 18 apresentaram niveis intermediarios. Por sua vez, o isolado CCRMBC 109 se
mostrou menos agressivo. A amplitude da agressividade entre o isolado mais agressivo
(CCRMBC 60) e 0 menos agressivo (CCRMBC 109) foi de 23,4 mm.

Os isolados CCRMBC 157, CCRMBC 55 e CCRMBC 61 de B. cenocepacia e 0s
isolados CCRMBC 60, CCRMBC 67 e CCRMBC 27 de B. orbicola foram selecionados com
base nos seus respectivos resultados quanto a severidade, sendo caracterizados como 0s trés
isolados mais agressivos de cada espécie para fins de uso nos diferentes ensaios realizados no
presente estudo.

Comportamento semelhante foi observado entre os isolados do complexo B. cepacia

relacionados a podriddo em bulbos de cebolas no semiarido brasileiro, sendo identificados
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diferentes niveis de severidade (Baia et al. 2021) atrelado ao baixo periodo de incubacéo do
patdégeno, compreendido entre 7 e 16 horas (Oliveira et al. 2017), apontando para a rapida
atividade de colonizacdo e maceracdo dos tecidos dos bulbos de cebola (Velez 2017). Por esse

motivo, optou-se pela utilizacdo da severidade e periodo de incubagéo no presente estudo.

Selecdo de genotipos de cebola resistentes a B. cenocepacia e B. orbicola

Diferentes niveis de resisténcia a podriddo bacteriana das escamas foram observados
entre os 44 gendtipos de cebola inoculados artificialmente com os isolados CCRMBC 157 e
CCRMBC 60, considerados como o mais agressivo de B. cenocepacia e B. orbicola,
respectivamente. Nenhum dos 44 gendtipos testados apresentou reacdo imune (auséncia de
doenca) aos isolados das referidas espécies (Tabela 3). O periodo de incubacdo (PI) e a
severidade variaram de 9 a 13,8 horas e 7,6 a 12,8 horas e de 5,47 a 15,85 mm e 6,49 a 23,03
mm para os isolados CCRMBC 157 e CCRMBC 60, respectivamente.

A andlise da severidade nos bulbos inoculados com o isolado CCRM 157apontou 28
genotipos resistentes, (5,47 a 9,90 mm), 12 moderadamente resistentes (10,17 a 12,36 mm) e 4
suscetiveis (13,59 a 15,85 mm), enquanto para o isolado CCRMBC 60 foram apontados 23
gendtipos resistentes (6,49 a 12,50 mm), 17 moderadamente resistentes (12,29 a 14,75 mm), 3
suscetiveis (16,66 a 17,37 mm), e apenas 1 altamente suscetivel (23,03 mm). Os genotipos
Alvorada, Baia Periforme Agro-ceres, Baia Periforme Super Precoce, Beta Cristal, Bola
Precoce, Brisa Verdo IPA 13, BRS Rio Verde, Conquista, Campo lindo, Carrancas, Crioula
Mercosul, IPA 6, IPA 7, Jubileu, Optima PF, Primeiro, Rainha, Ruiva, Serrana e So Paulo
apresentaram-se resistentes aos isolados de ambas as espécies.

Comportamento parecido foi observado por Velez et al. (2020) ao selecionar gen6tipos
de cebola resistentes a B. gladioli pv. alliicola, sendo apontados gendtipos considerados como
resistentes, moderadamente resistente e suscetivel a podriddo escorregadia das escamas, com
proporcdes compreendidas em 58,62%, 36,21% e 5,17%, respectivamente. Os gendtipos
Conquista e Rainha, apontados como resistentes a B. gladioli pv. alliicola, também se
comportaram como resistentes aos isolados CCRMBC 157 de B. cenocepacia e CCRMBC 60
de B. orbicola no atual estudo. Entretanto, o genotipo ‘Régia’, cujo desempenho produtivo
atrelado a sua moderada resisténcia a mancha purpura o caracteriza como um dos mais
promissores para a regido do Submedio do Vale do Sao Francisco (Souza et al., 2008; Pereira

et al., 2016), apresentou-se suscetivel as especies analisadas no presente estudo, sendo este
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comportamento semelhantemente ao observado por Velez et al. (2020) quanto a B. gladioli pv.
alliicola (Figura 1).

Avaliacéo da estabilidade da resisténcia de gendétipos de cebola a B. cenocepacia e B.
orbicola

Né&o foi observada interacdo entre isolados e gendtipos para o Pl e a severidade, para
ambas as espécies. Diferencas significativas foram observadas apenas para 0s genotipos, sendo
estes analisados individualmente.

Foram caracterizados 15 genotipos (Alvorada, Baia Periforme Agro-ceres, Beta Cristal,
Bola Precoce, Brisa Verdo IPA 13, BRS Rio Verde, Campo lindo, Carrancas, Crioula Mercosul,
IPA 6, IPA 7, Jubileu, Primeiro, Rainha, Sdo Paulo e Vale Ouro IPA 11) como resistentes aos
trés isolados mais agressivos de B. cenocepacia (CCRMBC 157, CCRMBC 55 e CCRMBC
61) (Tabela 4), enquanto 9 genoétipos (Baia Periforme Agro-ceres, Baia Periforme Super
Precoce, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Crioula Mercosul, IPA 7, Primeiro, Rainha e Ruiva)
foram caracterizados como resistentes aos isolados mais agressivos de B. orbicola (CCRMBC
60, CCRMBC 67 e CCRMBC 27) (Tabela 5).

Os genoGtipos Baia Periforme Agro-ceres, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Crioula
Mercosul, IPA 7, Primeiro e Rainha mantiveram-se estaveis quanto ao padréo de resisténcia a
B. cenocepacia e B. orbicola. O comportamento observado indica a presenca fontes
promissoras de resisténcia a podriddo bacteriana das escamas, podendo ser posteriormente
explorados em programas de melhoramento genético de plantas visando a obtencdo de

variedades de cebola resistentes a doenga.

Determinacéo da concentracdo minima inibitoria de cobre a isolados de B. cenocepacia e
B. orbicola

Respostas idénticas de sensibilidade as diferentes concentracdes de cobre foram
observadas para os isolados CCRMBC 157, CCRMBC 55 e CCRMBC 61 de B. cenocepacia e
CCRMBC 60, CCRMBC 67 e CCRMBC 27 de B. orbicola (Tabela 6). Os isolados de ambas
as espécies, tratados com sulfato de cobre nas concentragdes de 0, 100 e 200 mg.L* de Cu?*,
apresentaram crescimento de aspecto opaco semelhante ao apresentado pelo controle positivo.
A completa auséncia de crescimento bacteriano foi observada a partir da concentracéo de 300

mg.L* de Cu?*, sendo caracterizada como a concentragdo minima inibitéria, para fins de uso
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em posterior ensaio de sensibilidade ao cobre abrangendo a colecdo de isolados de B.
cenocepacia e B. orbicola pertencentes a CCRM.

Comportamento analogo de inibicdo de crescimento foi observado por Ansari et al.
(2019) em isolados de B. cenocepacia e B. orbicola (anteriormente denominadas como
linhagens I11A e I1IB de B. cenocepacia, respectivamente), relacionadas a podridao digital da
banana no Sudeste do Ird, quando submetidos a concentragdes de sulfato de cobre superiores a
200 mg.L*. Segundo Fleming e Trevors (1989), em concentragdes mais altas, o cobre atua
como um biocida de amplo espectro devido a sua interagdo com acidos nucléicos, rompimento
de sitios ativos de enzimas, interferéncia com o sistema de transporte de energia e, finalmente,
interferindo na integridade das membranas celulares, justificando o resultado obtido.

Diferentes respostas foram observadas entre os catafilos de cebola inoculados com os
isolados CCRMBC 157, CCRMBC 55 e CCRMBC 61 de B. cenocepacia e os isolados
CCRMBC 60, CCRMBC 67 e CCRMBC 27 de B. orbicola sob a ac¢do do sulfato de cobre nas
concentragdes de 300 e 400 mg.L? de Cu?*. Sintomas de podriddo bacteriana das escamas
foram observados em 50% dos catafilos inoculados com os isolados CCRMBC 55 e CCRMBC
61 de B. cenocepacia e o isolado CCRMBC 60 de B. orbicola sob a agdo de 300 mg.L™? de
Cu?*. Resultado similar foi observado para o isolado CCRMBC 157 de B. cenocepacia, sob a
acdo de 400 mg.L* de Cu?*. Sintomas caracteristicos foram igualmente observados em 50%
dos catafilos inoculados com o isolado CCRMBC 67 de B. orbicola sob a agdo de 300 mg.L*
de Cu?*, e em sua totalidade para aqueles inoculados com o referido isolado sob acio de 400
mg.L de Cu?*. N&o foi observada a manifestacdo de sintomas quanto as inoculacdes referentes
ao isolado CCRMBC 27 de B. orbicola.

Os resultados obtidos do plagueamento foram coerentes com aqueles observados nas
inoculagdes, havendo crescimento bacteriano apenas para as respectivas repeticdes dos isolados
CCRMBC 157, CCRMBC 55 e CCRMBC 61 de B. cenocepacia e os isolados CCRMBC 60 e
CCRMBC 67 de B. orbicola sob a acéo do sulfato de cobre nas concentra¢des de 300 e 400
mg.L? de Cu?*, correspondentes aquelas as quais foram observadas causando sintomas da
podriddo bacteriana das escamas em catafilos de cebola. O comportamento observado aponta
para atividade bacteriostatica do sulfato de cobre sobre ambas as espécies bacterianas em

concentragdes superiores a 300 mg.L de Cu?* (Figura 2).
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Sensibilidade dos isolados de B. cenocepacia e B. orbicola ao cobre in vitro

O comportamento observado para os 18 isolados de B. cenocepacia e 45 isolados de B.
orbicola quando cultivados em meio CYE acrescido de sulfato de cobre na concentracédo de
300 mg.L* de Cu?*, foi coerente com o comportamento apresentado pelos isolados CCRMBC
157, CCRMBC 55 e CCRMBC 61 de B. cenocepacia e os isolados CCRMBC 60, CCRMBC
67 e CCRMBC 27 de B. orbicola em ensaio que determinou a concentragdo minima inibitoria
do cobre para as referidas espécies, ndo sendo observado o crescimento de nenhum dos isolados
usados no ensaio sob as condi¢des descritas.

AplicacBes regulares de produtos cupricos registrados no Sistema de Agrotdxicos
Fitossanitarios (AGROFIT) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA),
tém sido adotadas entre as principais praticas de manejo visando o controle de doencas de
etiologia fungica na cultura da cebola (Pereira et al., 2014), a exemplo do mal-de-sete-voltas
(Collectrotrichum gloeosporioides) e a mancha parpura (Alternaria porri ELL.), caracterizados
como alguns dos principais problemas fitossanitarios da cebolicultura no Nordeste do Brasil
(SOUZA et al., 2008; Pereira et al., 2014). Apesar da inexisténcia de produtos registrados para
uso no controle da podriddo bacteriana das escamas em cebola, 0 comportamento apresentado
pelos isolados de B. cenocepacia e B. orbicola ao cobre sob condigdes in vitro, corrobora para
a capacidade de retardamento do processo infeccioso das referidas espécies bacterianas quando
expostas a determinadas concentracdes de ions de cobre, podendo contribuir para as praticas de
manejo preventivo da doenca em campos de producdo de cebola na regido semiarida do
nordeste brasileiro, dado o uso regulamentado de produtos cupricos para o controle de doencas
fangicas na referida cultura,

Analises in vivo sdo sugeridas para a elucidacdo da interacdo dos respectivos patdgenos
com o hospedeiro sob a acdo do cobre, e para identificar possiveis efeitos negativos, diretos e
indiretos, relacionados a fitotoxidade, resisténcia, efeito sobre a biota do solo e impacto nos
parametros de qualidade do produto comercial.
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570  Tabela 1. Agressividade de isolados de Burkholderia cenocepacia em catéafilos de cebola artificialmente
571  inoculados

Isolado Severidade (mm)?!
CCRMBC 157 21,35 a2
CCRMBC 55 19,88 a
CCRMBC 61 19,18 a
CCRMBC 199 18,77 a
CCRMBC 02 18,45 a
CCRMBC 21 17,23 a
CCRMBC 56 14,88 a
CCRMBC 99 9,84 b
CCRMBC 147 8,96 b

CV(%) 20,77

572  Abreviaturas: CCRMBC, Colecéo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia.

573  1Severidade da doenca baseada nas medi¢des em milimetros do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos.

574  2Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-
575  Knott (p<0,05).

576
577

578  Tabela 2. Agressividade de isolados de Burkholderia orbicola em catéafilos de cebola artificialmente inoculados
579

Isolado Severidade (mm)?
CCRMBC 60 31,93 a2
CCRMBC 67 30,59 a
CCRMBC 27 26,63 b
CCRMBC 65 22,63b
CCRMBC 103 20,02 ¢
CCRMBC 23 18,84 ¢
CCRMBC 196 18,49 ¢
CCRMBC 31 15,86 ¢
CCRMBC 18 13,95d
CCRMBC 109 8,53 e

CV(%) 17,34

580  Abreviaturas: CV, coeficiente de variagdo; CCRMBC, Colecdo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia
581  cenocepacia.

582 1Severidade da doenca baseada nas medi¢des em milimetros do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos.

583 2Médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-
584  Knott (p<0,05).

585
586
587
588
589

590
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591  Tabela 3. Avaliagdo de gendtipos de cebola a podriddo bacteriana das escamas causada por Burkholderia
592  cenocepacia (CCRMBC 157) e Burkholderia orbicola (CCRMBC 60)

593
Burkholderia cenocepacia Burkholderia orbicola
Genbiino (CCRMBC 157) (CCRMBC 60)
P Periodo de . Classe de Periodo de . Classe de
~ . Severidade? A 4 ~ . Severidade? o
Incubacao? resisténcia® Incubacdo! resisténcia
Régia 11,40 h? 15,85 a? S 9,60 b2 23,03 a2 AS
Texas 11,60 b 15334 s 11604 12.88 ¢ MR
Grano 24
Texas 12.00a 1506 a s 11204 17.37b s
Grano 5
Imperatriz 11,40 b 13,59 a S 11,80 a 10,85d R
Henry’s 11,20 b 12,36 b MR 11,40 a 12,38 ¢ MR
Special
Texas 11,60 b 11,49 b MR 1120a 1434 ¢ MR
Grano 502
IPA 3 11,80 a 11,28 b MR 9,00 b 13,59 ¢ MR
IPA 9 12,00 a 11,26 b MR 11,40 a 11,93d R
Texas 1220a 10,97 b MR 10,20 b 17,21 b S
Grano 9
Roxa do 10,20 ¢ 10,89 b MR 9,40 b 16,66 b S
Barreiro
IPA 2 11,60 b 10,79 b MR 11,00 a 13,85¢ MR
Franciscan
2 IPA 10 10,00 c 10,64 b MR 7,60cC 13,44 c MR
BRS 367 12,60 a 10,55 b MR 11,20 a 13,04 c MR
Baia do 11,60 b 10,41 b MR 10,40 b 10,01 d R
Cedo
Nomad 9,60 c 10,26 b MR 9,80b 14,75 ¢ MR
Primavera 12,20 a 10,17 b MR 11,00 a 12,80 c MR
Sao Paulo 12,20 a 9,90 c R 12,40 a 10,88 d R
IPA 6 10,60 b 9,85¢c R 11,20 a 11,15d R
Juporanga 13,00 a 9,69 ¢ R 11,20 a 12,29 ¢ MR
H9 12,40 a 9,34c R 11,80 a 13,61c MR
Conquista 12,40 a 9,25¢ R 11,20 a 10,94 d R
Serrana 11,40 b 9,23¢c R 11,20 a 12,05d R
Rainha 12,40 a 9,18 ¢ R 12,60 a 7,95 d R
Optima PF 13,00 a 9,08 ¢ R 11,20 a 11,17 d R
Pop. Exp.
VCE 9,00c 9,00c R 8,00c 13,72 ¢ MR
Vale Ouro
IPA 11 12,40 a 8,97¢c R 11,00 a 12,40 c MR
Ruiva 11,20 b 8,80c R 10,20 b 11,38d R
Baia
Periforme 5 45, 870 ¢ R 1240 a 11,30 d R
Super
Precoce
Bola 12.00a 8,42 ¢ R 11204 11.71d R

Precoce



594
595
596
597
598

599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612

46

Crioula

12,60 a 8,38 ¢C R 12,40 a 7,56d R
Mercosul
Pérola 12,00 a 8,17 c R 10,80 a 13,30 c MR
AlfaSao 444, 8,13 ¢ R 12,40 a 1310 ¢ MR
Francisco
Jubileu 12,20 a 8,09¢ R 12,20 a 9,25d R
Poliana 11,60 b 7,69cC R 9,80b 14,14 c MR
Alvorada 12,80 a 7,65c¢C R 11,40 a 10,84 d R
Leona 9,80 c 7,44 ¢ R 10,60 a 13,88 ¢ MR
Carrancas 12,00 a 7,00 c R 12,80 a 8,83 d R
Primeiro 13,00 a 6,72 ¢ R 12,20 a 9,82 d R
Baia
Periforme 12,80 a 6,55 ¢ R 12,80 a 10,31 d R
Agro-ceres
BRSRI0 4480 6,25 R 11,20 a 6,49 d R
Verde
Brisa
Verdo IPA 11,20 b 6,06 c R 11,80 a 7,53d R
13
IPA7 12,60 a 5,98 ¢ R 11,40 a 7,53d
Beta 13,20 a 577¢c R 11,20 a 10,30 d
Cristal
Campo 11,20 b 547 ¢ R 11,00a 8,26 d R
Lindo
CV. (%) = 12,83 31,77 - 14,47 32,09 -

Abreviaturas: CCRMBC, Colecéo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia.

Periodo de incubacdo da doenca baseado em horas. 2Média de cinco repeticdes. 3Severidade da doenca baseada
nas medicdes em milimetros do diametro da lesdo em dois sentidos opostos. “Classe de resisténcia: R (resistente),
MR (Moderadamente resistente) e S (Suscetivel). Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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613  Tabela 4. Reacdo de gendtipos de cebola a isolados de Burkholderia cenocepacia.

Genotipo Periodo de Incubacédo! Severidade? Cl_as§e d.e 4

resisténcia
Leona 13,25 b? 12,94 a2 S
H9 9,00 c 12,05 a S
Pop. Exp. VCE 14,58 a 11,82a S
Alfa Séo Francisco 10,92 ¢ 11,78 a S
Juporanga 10,00 c 11,76 a S
Serrana 10,67 ¢ 11,64 a S
Conquista 10,50 ¢ 11,46 a S
Optima PF 10,83 ¢ 11,01 a S
Poliana 12,58 b 10,55 a S
Ruiva 11,08 c 10,46 a S
Baia Periforme Super Precoce 10,33 ¢ 10,43 a S
Pérola 12,42 b 10,31 a S
Séo Paulo 10,50 ¢ 10,67 a S
Bola Precoce 10,67 c 9,97 b R
IPA 6 12,92 b 9,92 b R
Jubileu 11,25¢ 9,72b R
Campo Lindo 11,92 ¢ 9,61b R
Alvorada 10,92 ¢ 9,53b R
Baia Periforme Agro-ceres 1142c 9,49b R
Vale Ouro IPA 11 15,25 a 947D R
Crioula Mercosul 12,83 b 9,35b R
Beta Cristal 11,42 c 9,05b R
Primeiro 11,58 ¢ 9,04 b R
Rainha 10,92 ¢ 8,89 b R
Carrancas 10,00 c 8,42 b R
IPA 7 13,00 b 7,69b R
Brisa Verdo IPA 13 11,00 c 7,55b R
BRS Rio Verde 13,33 b 6,50 b R
CV. (%) = 17,63 31,64 -

614  Abreviaturas: CCRMBC, Colecéo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia.

615  Periodo de incubacdo da doenca baseado em horas. 2Média de quatro repeticOes. 3Severidade da doenca baseada
616  nas medicGes em milimetros do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos. *Classe de resisténcia: R (resistente).
617 Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-
618  Knott (p<0,05).

619
620
621
622
623

624
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625  Tabela 5. Reacdo de gendtipos de cebola a isolados de Burkholderia orhicola.

Genotipo Periodo de Incubacdo! Severidade? Cl.as§e d.e 4
resisténcia
Campo Lindo 11,17 b 16,65 a2 S
Imperatriz 8,83 ¢c 15,10 a S
IPA9 9,92¢c 13,77 b MR
Conquista 9,75¢ 13,73 b MR
Jubileu 10,00 ¢ 12,95 b MR
Bola Precoce 9,83¢c 12,90 b MR
Optima PF 9,83¢c 12,82 b MR
IPA 6 13,75 a 12,79 b MR
Baia do Cedo 10,58 ¢ 12,79 b MR
Serrana 9,25¢ 12,76 b MR
Brisa Verdo IPA 13 11,67 b 12,66 b MR
Alvorada 8,92 c¢c 12,25 b MR
Sao Paulo 10,50 ¢ 12,25 b MR
Carrancas 10,83 b 12,10 b MR
Baia Periforme Agro-ceres 10,33 ¢ 11,74 c R
Crioula Mercosul 10,25 ¢ 10,65 ¢ R
Primeiro 11,25 b 10,96 ¢ R
IPA 7 12,50 a 10,94 c R
Baia Periforme Super Precoce 10,17 ¢ 10,53 ¢ R
Beta Cristal 11,75b 10,37 ¢ R
Rainha 11,17 b 10,06 ¢ R
Ruiva 11,67 b 9,32¢ R
BRS Rio Verde 11,42 b 8,79 ¢ R
CV. (%) = 18,64 28,05 -

626  Abreviaturas: CCRMBC, Colecéo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia..

627 Periodo de incubacéo da doenca baseado em horas. 2Média de quatro repeti¢cdes. 3Severidade da doenca baseada
628 nas medic@es em milimetros do didmetro da lesdo em dois sentidos opostos.“Classe de resisténcia: R (resistente),
629 MR (Moderadamente resistente), S (Suscetivel). Médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna nédo
630 diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

631

632

633 Tabela 6. Sensibilidade de isolados de Burkholderia cenocepacia e B. orbicola causadoras da podriddo das
634  escamas em cebola a diferentes concentracdes de sulfato de cobre.

Crescimento em Sulfato de

Isolado Espécie Cidade/Estado Cobre (mg.L-Y)
0 100 200 300 400
CCRMBC 27 B. orbicola Oroco, PE + + + - -
CCRMBC 55 B.cenocepacia Belém de Sdo Francisco, PE ~ + + o+ - -
CCRMBC 60 B. orbicola Petrolandia, PE + + + - -
CCRMBC 61 B.cenocepacia Belém de Sao Francisco, PE + + + - -
CCRMBC 67 B. orbicola Petrolandia, PE + + + - -
CCRMBC 157 B.cenocepacia Belém de Sio Francisco, PE ~ + + o+ - -

635  Abreviaturas: CCRMBC, Colegdo de Culturas Rosa Mariano de Burkholderia cenocepacia.
636  Simbolos: +, positivo; - , negativo.
637



638

639
640
641
642
643

644

49

Figura 1. Reagdo de gendtipos de cebola suscetivel e resistentes a Burkholderia cenocepacia e B. orbicola. No
sentido da direita tem-se catéfilos de cebola inoculados artificialmente com ADE e os isolados CCRMBC 157 de
B. cenocepacia e CCRMBC 60 de B. orbicola, respectivamente. (A-C) Genotipo suscetivel Régia; (D-F) Gendtipo
resistente Beta Cristal; (G-1) Gen6tipo resistente Alvorada.
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Figura 2. Sensibilidade de isolados de Burkholderia cenocepacia e B. orbicola ao sulfato de cobre. No sentido
da direita tem-se sulfato de cobre nas concentracfes de 300 e 400 mg.L-1 de Cu2+, respectivamente. (A-B)
Burkholderia cenocepacia; (C-D) Burkholderia orbicola.
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CONCLUSOES GERAIS

= Os 44 genotipos de cebola avaliados apresentaram niveis de resisténcia variaveis a podriddo
bacteriana das escamas, sendo selecionados 28 gendétipos com padrdo de resisténcia a

Burkholderia cenocepacia e 23 gendtipos a B. orbicola.

= O padrdo de resisténcia apresentado permaneceu estavel para 15 genotipos quanto a B.
cenocepacia, sendo este comportamento observado apenas em 9 gendtipos quanto a B.
orbicola. Os genotipos Baia Periforme Agro-ceres, Beta Cristal, BRS Rio Verde, Crioula
Mercosul, IPA 7, Primeiro e Rainha mantiveram-se estaveis a ambas as espécies bacterianas,

os caracterizando como fontes promissoras de resisténcia a podriddo bacteriana das escamas.

» O sulfato de cobre apresentou atividade bacteriostatica sobre ambas as espécies bacterianas
em concentragdes a partir de 300 mg.L™* de Cu?*, podendo ser explorado o seu uso potencial

para 0 manejo preventivo da podriddo bacteriana das escamas no Nordeste do Brasil.
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