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RESUMO GERAL

A cebola ¢ a terceira hortaliga em importancia economica no mundo, tendo destaque no Brasil
como uma das hortalicas economicamente mais importantes, tanto pelo volume produzido como
pela renda gerada. Esta cultura pode ser acometida por varias doengas, destacando-se a podridao
em escama causada por bactérias do complexo Burkholderia cepacia. Na tentativa de determinar
as condigdes favoraveis ao desenvolvimento de epidemias, o conhecimento da interacdo
patogeno-hospedeiro-ambiente ¢ imprescindivel. Assim sendo, a concentracdo de indculo
adequada, a faixa de temperatura, o periodo de exposi¢ao a umidificacdo e a idade em que a
planta hospedeira se torna mais suscetivel para o estabelecimento de altos niveis de doenga devem
ser definidos para cada associagdo patdogeno-hospedeiro. Embora essas caracteristicas
epidemioldgicas sejam fatores primordiais para infec¢do e posterior desenvolvimento da podridao
em escama, ndo existem informagdes consistentes a respeito da influéncia desses parametros
sobre o comportamento da doenca. Portanto, o presente trabalho teve como objetivos selecionar e
identificar seis isolados do complexo B. cepacia e determinar a temperatura in vitro, avaliar o
efeito da concentragao de indculo, temperatura, presenca e tempo de exposi¢ao a camara umida e
idade dos bulbos na severidade da podriddo em escama da cebola. Por meio de Inferéncia
Bayesiana, os isolados CRMB31, CRMB109 e CRMB259 foram identificados como B.
cenocepacia, enquanto os isolados CRMB76, CRMB199 e CRMB222 foram identificados como
B. arboris. A temperatura ideal de crescimento in vitro para os isolados de B. cenocepacia foi de
30°C, enquanto para os isolados de B. arboris foi de 28°C. As condi¢des que predispuseram a
ocorréncia de severidade da podriddo em escama mais elevadas foram carga de indculo de 10
UFC/mL, em conjunto com um periodo de molhamento de 48 h, temperaturas entre 35 e 40°C e
tecidos mais novos. Para o nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo realizado para
determinagdo dos fatores ambientais favoraveis ao desenvolvimento da podriddo em escama da
cebola. Além disso, as informacdes obtidas neste estudo serdo lUteis para o entendimento de
epidemias da podridao em escama e auxiliardo a implementacdo de estratégias para o controle da

doenca.

Palavras-chave: Complexo Burkholderia cepacia, temperatura, umidade, idade do bulbo,

concentracgao de inéculo.



GENERAL ABSTRACT

The onion is the third vegetable in economic importance on the world, with emphasis on Brazil as
one of the most economically important vegetable, both by the volume and the income produced.
This culture can be affected by various diseases, especially the scale rot, caused by bacteria of the
Burkholderia cepacia complex. In an attempt to determine the favorable conditions for the
development of epidemics, the knowledge of host-pathogen-environment interaction is essential.
Thus, the appropriate inoculum concentration, the temperature range, the period of humidification
exposure and the age, which the plant host becomes more susceptible to the establishment of high
levels of disease, should be identified for each host-pathogen association. Although these
epidemiological characteristics are the key factors for infection and subsequent development of
rot in scale, there is no consistent information about the influence of these parameters on the
behavior of the disease. Therefore, this study aimed to select and identify six isolates of B.
cepacia complex, and determine the in vitro temperature, evaluate the effect of the inoculum
concentration, temperature, presence and exposure to moisture chamber and the age of the bulbs
in the severity of scale rot onion. Through Bayesian inference, the isolates CRMB31, and
CRMB109 CRMB259 were identified as B. cenocepacia, while the isolates CRMB76, and
CRMB199 CRMB222 were identified as B. arboris. The optimum temperature for in vitro growth
of the isolates B. cenocepacia was 30°C, while for the isolates of B. arboris was 28°C. The
conditions that predispose the occurrence of rot severity scale at higher inoculum were load of 10°
CFU/mL, together on a wetness of 48 h, temperature between 35 and 40°C and more young
tissues. To our knowledge, this is the first study to determine the environmental factors favorable
to the development of rot in onion scale. In addition, the information obtained in this study will be
useful for understanding the epidemics of the rot in scale and will assist in the implementation of

strategies to control the disease.

Key words: Burkholderia cepacia complex, temperature, moisture, age of onion bulb, inoculum

concentration.
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CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA DA PODRIDAO EM ESCAMA DA CEBOLA

INTRODUCAO GERAL

1. A cultura da cebola

A cebola (Allium cepa L.) é uma das hortalicas de maior importancia econdmica no
mundo, assumindo o terceiro lugar neste ranking (QUARTIERO et al., 2014), sendo a China, a
india, os Estados Unidos, a Turquia e o Iran os principais produtores mundiais em 2014 (FAO,
2016). No Brasil, 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). Na safra de 2015, a producao brasileira foi de
aproximadamente 1.422.117 toneladas de cebola, com uma producao estimada para 2016 de
1.423.082 toneladas (IBGE, 2016).

Devido a diversidade climatica das diversas regides do Brasil, a producao de cebola ocorre
ao longo de todos os meses do ano, com maior ou menor intensidade, dependendo do estado
produtor (TRANI et al., 2014). 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 condi¢des climaticas
favoraveis ao desenvolvimento da cultura, como temperatura e fotoperiodo elevados. Isso permite
que os produtores programem suas safras para os meses em que ocorre menor oferta do produto
no mercado interno pelas regides Sul e Sudeste, e consequentemente, o produto atinja pregos mais
elevados devido a menor oferta por essas regides (ARAUJO; CORREIA, 2007).

No Nordeste brasileiro a cebola ¢ predominantemente produzida no Vale do Sao Francisco,
onde ¢ cultivada durante todo o ano (COSTA et al., 2002). A produgdo no Vale se desenvolve nos
municipios pernambucanos de Belém do Siao Francisco, Cabrobd, Itacuruba, Floresta, Lagoa
Grande, Orocd, Parnamirim, Petrolandia, Petrolina, Salgueiro, Santa Maria da Boa Vista e Terra
Nova e nos municipios baianos de Abaré, Casa Nova, Curagd, Itaguagu, Juazeiro e Sento Sé. Fora
do Vale, a cebola é produzida no municipio baiano de Irecé (RESENDE; COSTA, 2007;
OLIVEIRA et al., 2016).

O género Allium pertencente a familia Alliaceae, classe Monocotyledonea, ordem

Asparagales (BOITEUX; MELO, 2015). A cebola ¢ uma planta origindria das regides que
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compreendem o Afeganistdo, Ird e partes do Sul da antiga Unido das Republicas Socialistas
Soviéticas (URSS) (KUNZ et al., 2009). Nao existem relatos da ocorréncia de populagdes dessa
hortalica em condi¢des naturais ou fora da esfera da domesticacdo humana, caracterizando-a
como uma “clutigem”. No entanto, diferentemente da maioria das plantas cultivadas, o centro
exato de origem de 4. cepa ainda permanece obscuro (BOITEUX; MELO, 2015).

As fases de crescimento da cebola podem ser descritas em trés etapas: I - vegetativa, que
compreende da semente até a germinagao; II - crescimento de plantulas, que compreende desde a
emersao até¢ o aparecimento da quinta folha verdadeira; e III - crescimento da planta, que consiste
do surgimento da sétima folha verdadeira até a maturagdo dos bulbos (NIESING, 2010).

As cultivares disponiveis no Brasil visam atender as exigéncias dos consumidores
brasileiros, que preferem bulbos de tamanho médio (50-90 mm de diametro), com formato
globular, pelicula externa de cor bronzeada, uniforme e escamas internas de cor branca (LEITE et
al., 2009). A escolha da cultivar para o plantio deve ser realizada em funcdo da regido de cultivo,
do tipo de bulbo exigido pelo mercado e da época de plantio (RESENDE; COSTA, 2007). No
Nordeste, tradicionalmente recomenda-se o plantio das cultivares amarelas Valeouro IPA-11, Péra
IPA-4, Texas Grano 502 PRR, Granex 429, Alfa Tropical e Roxa Franciscana IPA-10 (CANDEIA;
SILVA; MENEZES, 2008).

A cultura da cebola € susceptivel a uma série de doencas decorrentes do ataque de fungos
ou bactérias (WALKER; GOLDERG; CRAMER, 2009). Algumas destas doengas podem causar
grandes perdas, tornando-se fatores limitantes ao cultivo se medidas de controle adequadas ndo
forem adotadas. Dentre essas doengas destaca-se a podriddo em escamas, a qual ¢ uma doenga de
ocorréncia generalizada que pode causar perdas de até¢ 50% durante a comercializagdo dos bulbos

(WORDELL FILHO; BOFF, 2006).

2. Podriddo em escama da cebola

A podriddo de escamas, também conhecida como camisa d’agua ou capa d’agua, esta
associada a bactérias do complexo Burkholderia cepacia (Palleroni e Holmes) Yabuuchi et al.,
Burkholderia gladioli pv. alliicola (Severini) Yabuuchiet al. e Pseudomonas aeruginosa
(Schroeter) Migula (WORDELL FILHO; BOFF, 2006; OLIVEIRA et al., 2016), sendo
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possivelmente a doenca mais comum e importante em bulbos de cebola (ZAID; BONASERA;
BEER, 2012).

Em estudo recentemente realizado por Oliveira et al. (2016) foi demonstrado que a
podriddo em escamas no Vale do Séo Francisco estd associada a bactérias do complexo B.
cepacia, B. gladioli pv. alliicola e P. aeruginosa. Utilizando sequenciamento e andlise
filogenética do gene 16S rRNA, o autor verificou que dos 45 isolados estudados, 29 pertenciam
ao complexo B. cepacia. No entanto, as espécies do complexo envolvidas ndo foram identificadas.
Adicionalmente, o autor ainda verificou que os isolados pertencentes ao complexo B. cepacia e B.
gladioli pv. alliicola apresentaram maior agressividade a bulbos de cebola quando comparados a
isolados de P. aeruginosa.

Essas bactérias infectam os tecidos foliares mais velhos, atingindo a haste ou o colo da
planta, progredindo até atingir os catafilos mais externos, podendo alcancar o interior do bulbo,
culminando em seu apodrecimento (GAVA; TAVARES, 2007). A colonizacdo bacteriana
envolve a multiplicacdo de células nos espacos intercelulares, conjuntamente com a producao de
enzimas pectinoliticas que degradam as substancias pécticas, constituintes da lamela média, e
levam a degeneracdo do tecido ou parte do tecido colonizado (PARKE; GURIAN-SHEMAN,
2001).

Os sintomas da podriddo em escamas caracterizam-se pelo apodrecimento dos catafilos
mais externos, tornando sua aparéncia Umida e de coloragdo amarelada (JACCOUD FILHO et al.,
1987). Esta coloracdo é decorrente de minusculos agregados subepidérmicos, 0s quais sdo
produzidos pelo bulbo em resposta a infeccdo bacteriana (WORDELL FILHO; MARTINS;
STADNIK, 2007). Bulbos doentes liberam um forte odor avinagrado e, em estadios mais
avancados da doenca, escamas sadias podem se desprender durante 0 manuseio dos mesmos
(MASSOLA JUNIOR; JESUS JUNIOR; KIMATI, 2005). Além disso, a doenca pode ser
acelerada pelo excesso de agua e nitrogénio antes da colheita, grau de maturidade dos bulbos,
ferimentos, condi¢des de umidade durante a colheita e temperaturas acima de 30° C (WALKER,;
GOLDERG; CRAMER, 2009). Danos nos bulbos causados durante o tempo de cura também
podem resultar em um aumento da incidéncia da doenca em cebolas (WRIGHT; CLARK; HALE,
1993).

Na fase de pds-colheita, as bactérias do complexo B. cepacia associadas & doenca podem

iniciar a infeccdo das escamas e Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones)
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Hauben et al., afetar o restante do bulbo penetrando a partir destas escamas e causando podridédo
mole (EMBRAPA, 2005). Essa ultima bactéria é de ocorréncia bastante comum em muitos
vegetais, durante o armazenamento ou transporte, 0 que torna o patégeno passivel de causar
perdas significantes em cebolas armazenadas (LEE et al., 2005). No entanto, a podriddo mole
pode ser facilmente diferenciada da podriddo em escamas uma vez que 0s sintomas da primeira
sdo observados exclusivamente na parte central dos bulbos (WORDELL FILHO; MARTINS;
STADNIK, 2007).

3. Caracteristicas do complexo Burkholderia cepacia

A podridao em escama foi descrita pela primeira vez em 1950, sendo o agente causal
classificado como Pseudomonas cepacia (Palleroni e Holmes) (JACOBS et al, 2008).
Posteriormente, em 1992, o género Burkholderia foi criado por Yabuuchi et al. com base em
caracteristicas fenoldgicas, composi¢do de 4acidos graxos, homologia DNA-DNA e
sequenciamento do gene 16S rRNA, para abrigar P. cepacia e mais seis espécies até entdo
abrigadas no género Pseudomonas (MOREIRA; SILVA; ABRAHAO, 2010). Em 1997,
Vandamme et al. (1997) utilizou caracteristicas fenotipicas e genotipicas para separar B. cepacia
em genomovares (PARKE; GUIRIAN-SHERMAN, 2001).

Atualmente o complexo B. cepacia ¢ formado por 20 espécies distintas (VICENZI et al.,
2016), porém estreitamente relacionadas, chamadas de genomovares (MANO, 2015). Por sua
vez, a designacdo do termo genomovar indica distingdo genética suficiente para delinear as
espécies, mas sem caracteres fenotipicos suficientes para reforgar esse delineamento (PARKE;
GURIAN-SHERMAN, 2001). Adicionalmente, a utilizacdo da analise de sequencias multilocus
(multilocus sequence analysis - MLSA), considerada como uma poderosa ferramenta taxonomica
tanto para identificacdo como para tipagem de isolados, tem sido utilizada para diferenciagdo de
bactérias pertencentes ao complexo B. cepacia (PEETERS et al., 2013).

Até o momento, as bactérias do complexo associadas a podriddo em escama sdo B.
cepacia, B. cenocepacia (Vandamme et al.), B. ambifaria (Coenye et al.), B. multivorans
( Vandamme et al.) e B. vietnamiensis (Gillis et al.) (JACOBS et al. 2008; LEE; CHAN, 2007;
MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDEBERG, 2005; WORDEL FILHO e BOFF, 2006).

No entanto, devido ao grande numero de publicacdes informando a descoberta de novas espécies
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pertencentes ao complexo (VANDAMME; DAWYNDT, 2011), existe uma grande probabilidade
de novas espécies fitopatogénicas serem descobertas. Adicionalmente, embora a doenga tenha
sido assinalada na regido semiarida do Nordeste brasileiro, ainda ndo se sabe ao certo quais
espécies do complexo sd0 responsaveis por causar a podriddo em escamas da cebola nessa regiao
(OLIVEIRA et al., 2016).

Bactérias do complexo B. cepacia apresentam-se em forma de bastonetes, sdo Gram
negativas, aerdbicas, oxidase positiva, possuem células moveis, que medem de 1,6 a 3,2 pm por 8
a 10 pm, com flagelo monotriquio e pertencem ao filo Proteobacteria, classe das
Betaproteobacterias, familia Burkholderiaceae e ao género Burkholderia
(MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN; DOWSON, 2008). Possuem crescimento 6timo a 37°C,
mas podem crescer até 42°C. Sdo resistentes a altas concentragdes de sais e diversos antibioticos
(DEUS, 2007). Utilizam diversas fontes de carbono (MAHENTHIRALINGAM; BALDWIN;
DOWSON, 2008). No entanto, alteracdes simples nessas fontes podem alterar a morfologia das
coldnias de espécies do complexo cultivadas em meio sélido (WORDELL FILHO; BOFF, 2006).
A camada de lipopolissacarideo das diferentes bactérias do complexo ¢ ligeiramente diferente de
outras bactérias Gram negativas, pois as primeiras apresentam maior nivel de toxidez (LEITE,
2009). Adicionalmente, as espécies fitopatogénicas acumulam &cido poli-B-hidroxibutirico como
material de reserva e ndo produzem pigmentos fluorescentes (KADO, 2010).

Todas as espécies do complexo B. cepacia possuem um grande genoma, variando de 6 € 9
Mb, uma caracteristica genética responsavel pela sua capacidade em causar doenga em diferentes
organismos ¢ capacidade de sobreviver em diferentes ambientes (MAHENTHIRALINGAM;
BALDWIN; DOWSON, 2008). Além disso, o genoma varia de dois a quatro cromossomos de
diferentes tamanhos, contendo um grande nimero de sequéncias de inser¢ao (MOREIRA; SILVA;
ABRAHAO, 2010). Essa quantidade de sequencias de insercio pode favorecer a frequéncia de
recombinagdo e mutagdes genéticas, o que pode influenciar a adaptagdo a diferentes ambientes
(RAMETTE; LIPUMA; TIEDIJE, 2005).

O complexo B. cepacia apresenta espécies que sao distintas na natureza, ocupando uma
grande variedade de nichos ecoldgicos (LOPES, 2012). Os reservatorios naturais dessas bactérias
incluem 4gua, solo e as plantas, constituindo um grupo de bactérias bastante versatil pela sua
habilidade de se adaptar aos ambientes mais diversos (LEITE, 2009). No ambito geral, essas

espécies apresentam requerimentos nutricionais simples e grande versatilidade metabolica
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(DEUS, 2007), o que lhes proporciona uma variedade de ambientes para sua proliferacdo (LUTZ
etal., 2011).

Esse grupo de bactérias ¢ composto por espécies que podem ser classificadas como
patogénicas a humanos, animais e vegetais, além de espécies que possuem notoria capacidade de
degradar poluentes e fixar nitrogénio (MOREIRA; SILVA; ABRAHAO, 2010). Existem ainda as
espécies que podem atuar como agente de biocontrole (HOLMES; GOVAN; GOLDSTEIN,
1998). Apesar das propriedades uteis de alguns desses organismos, a aplicacdo comercial de
produtos a base de isolados do complexo B. cepacia ¢ duvidosa devido aos riscos que essas
bactérias podem representar & saide humana, pois algumas dessas espécies do complexo estdo
associadas a infec¢do hospitalar em pacientes imunocomprometidos e ao rapido declinio das
funcdes pulmonares de pacientes com fibrose cistica (RAMETTE; LIPUMA; TIEDJE, 2005).

Atualmente ndo € possivel distinguir isolados patogénicos ao homem de isolados
fitopatogénicos, ou mesmo os patogénicos dos ndo patogénicos ao homem. Uma excecdo parece
ser a patogenicidade a cebola, pois isolados clinicos sdo aparentemente incapazes de macerar
tecido de cebola ou produzir enzimas pectinoliticas (PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001). Por
outro lado, as bactérias desse complexo que se comportam como fitopatégenos sdo considerados
como patdgenos primarios em cebola e oportunistas em tomate, feijdo (Phaseolus vulgaris L.),
ervilha (Pisum sativum L.) e milho (Zea mays L.) (BRADBURY, 1986). Apresentam alta
capacidade de sintese de enzimas pectinoliticas e producao de antibioticos capazes de suprimir
outros micro-organismos, o que lhes confere vantagens competitivas enquanto fitopatogenos
(PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001).

Em relagdo ao conhecimento sobre os mecanismos de patogenicidade e viruléncia, as
informacdes sobre o complexo ainda sdo limitadas (CARVALHO et al., 2007). Além disso, por
ser um patdgeno oportunista em humanos, a maior parte do conhecimento obtido sobre estas
bactérias € proveniente da drea médica (PEETERS, et al., 2013; RAMSAY, et al, 2013; SENIOR
et al., 2014). Portanto, pesquisas na area agricola ainda precisam evoluir.

Todas as espécies deste complexo possuem pelo menos um sistema classico de quorum-
sensing, o qual se caracteriza como um mecanismo util para adaptagdo as alteracdes ambientais,
regulando a expressdo de varios fatores de viruléncia como a produgdo de toxinas, proteases,
lipases e sideréforos (LEITAO; SOUSA; FERREIRA, 2010). Além disso, mais de um tipo de

sistema de secregdo esta presente nas espécies do complexo (KADO, 2010).
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4. Epidemiologia e controle

As perdas devido a podridio em escama podem ocorrer durante o armazenamento,
contudo a infecg¢ao geralmente ocorre no campo apos a formagao dos bulbos (PARKE; GURIAN-
SHERMAN, 2001). Antes da bulbificagdo, a cebola apresenta-se resistente aos isolados do
complexo B. cepacia, aparentemente pelo fato do ambiente apresentar-se desfavoravel a
multiplica¢do bacteriana até a iniciacdo desse evento, embora ndo se tenham estudos suficientes
que comprovem esta hipotese (DAVIS, 1995).

No campo, células bacterianas presentes no solo ou na agua de irrigagdo invadem o tecido
do bulbo a partir das folhas infestadas (PARKE; GURIAN-SHERMAN, 2001). O inoculo tem
sido associado com a dgua de irrigagdo contaminada e salpicos de agua da chuva ou de irrigagdo
por aspersdao que podem levar células bacterianas que vivem na 4gua ou no solo para o pescoco da
planta. Além disso, a presenca de 4gua provoca o encharcamento no tecido hospedeiro (DAVIS,
1995).

A temperatura ideal para o desenvolvimento da podriddo em escamas oscila entre 30 e
35°C em presenca de dgua livre (DAVIS, 1995; WORDELL FILHO; BOFF, 2006). Normalmente,
os bulbos sdo infectados através de ferimentos (DAVIS, 1995). A bactéria consegue penetrar na
planta quando as folhas das cebolas sdo cortadas no momento da colheita ou através de outros
ferimentos no pescog¢o quando a folhagem cai durante a maturacao do bulbo. A infec¢do também
pode ocorrer quando a 4gua contaminada com células bacterianas invade as folhas mais jovens e
fluem para dentro do pescoco, na axila da folha. A infec¢do avanca para os bulbos através da folha
infectada e catafilos correspondentes, mas ndo se move para catafilos adjacentes. Folhas jovens
sao muito mais susceptiveis do que as folhas mais velhas, que geralmente sdo assintomaticas
(DAVIS, 1995).

Um dos fatores limitantes a reducdo de perdas no cultivo de cebola ¢ a falta de um sistema
eficiente de detec¢do precoce da presenga de doencas (PRITHIVIRAI et al., 2004). Nesse sentido,
o controle integrado das podriddoes em bulbos de cebola deve ser realizado de forma preventiva
(REIS; HENZ; LOPES, 2007). Por ser um patdégeno que penetra por meio de ferimentos, deve-se
ter o maximo cuidado nos tratos culturais durante o ciclo da cultura e no manuseio de bulbos
durante a colheita e o armazenamento, evitando-se qualquer choque que possa comprometer a

integridade das escamas ou ferir as folhas proximo ao pescoco (WORDELL FILHO; BOFF,
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2006). Também ¢ importante colher os bulbos somente no estddio de maturagdo correto e
armazenar os bulbos em baixas temperaturas, com baixa umidade do ar e em locais aerados, assim
como realizar a eliminagdo de plantas com sintomas no campo e descartar bulbos contaminados
durante a colheita (REIS; HENZ; LOPES, 2007; ROMEIRO; OLIVEIRA; MELO, 1993). Como
nao se dispde de variedades com resisténcia comprovada ao complexo B. cepacia, faz-se
necessario um cuidadoso planejamento do cultivo (GAVA; TAVARES, 2007). Além disso, a
capacidade de diferenciar isolados do complexo de forma individual tem sido crucial para
compreender a sua epidemiologia (MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDBERG, 2005).

Entre diversos fatores, as condi¢cdes climaticas como temperatura e umidade podem
propiciar condi¢des favoraveis aos patdgenos ou predispor as plantas a infeccdo (VIDA et al.,
2004). Por exemplo, o tempo de exposi¢cdo do vegetal a agua, decorrente do orvalho, neblina,
chuva ou irrigacdo € um importante fator epidemiologico de doencas de plantas, uma vez que
desempenha um papel fundamental em alguns processos (PAULA et al., 2012), tal como o
processo de infecgcdo anteriormente descrito.

Na tentativa de determinar as condicdes favordveis ao desenvolvimento de epidemias, o
conhecimento da interacdo patdgeno-hospedeiro-ambiente ¢ imprescindivel. Assim, a idade em
que a planta hospedeira se torna mais suscetivel, a faixa de temperatura e o periodo de exposigao
a umidifica¢do, bem como a concentracdo de indculo adequada para o estabelecimento de altos
niveis de doenga, devem ser definidos para cada associacdo patogeno-hospedeiro (SILVEIRA;
MARIANO; MICHEREFF, 2004). No entanto, embora esses parametros epidemiologicos sejam
fatores primordiais para infec¢do e posterior desenvolvimento da podriddo em escama da cebola
ainda ndo existe informacdes consistentes a respeito da influéncia desses parametros sobre o
comportamento da doenca. Portanto, o objetivo desse trabalho foi estudar o comportamento

epidemioldgico de isolados do complexo B. cepacia associados a podriddo em escamas da cebola.
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Resumo

A cebola pode ser acometida por varias doengas, destacando-se a podriddo em escama causada
por bactérias do complexo Burkholderia cepacia. O presente trabalho teve como objetivos
selecionar e identificar seis isolados deste complexo e determinar a temperatura in vitro; avaliar o
efeito da concentragao de indculo, temperatura, presenca e tempo de exposicao a camara imida e
idade dos bulbos na severidade da podriddo em escama da cebola. Por meio da anélise da regido
parcial do gene recA, os isolados selecionados para esse estudo foram identificados como B.
cenocepacia (CRMB31, CRMB109 e CRMB259) e B. arboris (CRMB76, CRMB199 e
CRMB222). A temperatura ideal de crescimento in vitro para os isolados de B. cenocepacia foi de
30°C, enquanto para os isolados de B. arboris foi de 28°C. As condi¢des que predispuseram a
ocorréncia de severidades da podriddo em escama mais elevadas foram carga de inéculo de 10
UFC/mL, associadas ao periodo de molhamento de 48 h, temperaturas entre 35 e 40°C e tecidos
mais novos. Este ¢ o primeiro relato de B. arboris como fitopatogénica e o primeiro estudo
realizado para determinacdo dos fatores ambientais favordveis ao desenvolvimento da podridao

em escama da cebola.
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A podridao em escamas ¢ uma doencga de ocorréncia generalizada em cebola (Allium cepa
L.) que estd associada a bactérias do complexo Burkholderia cepacia (Palleroni e Holmes)
Yabuuchi et al., Burkholderia gladioli pv. alliicola (Severini) Yabuuchi et al. e Pseudomonas
aeruginosa (Schroeter) Migula (Wordell Filho e Boff, 2006; Oliveira et al. 2016). Por sua vez, o
complexo B. cepacia ¢ formado por 20 espécies distintas (Vicenzi et al. 2016), porém
estreitamente relacionadas, chamadas de genomovares (Vandamme et al., 1997). Contudo, das 20
espécies presentes no complexo apenas B. cepacia, B. cenocepacia e B. vietnamiensis estao
associadas a podriddo em escama da cebola (Mahenthiralingam, Urbant e Goldberg, 2005).

A cultura da cebola é de grande importancia para a regido Nordeste do Brasil que, devido a
elevada temperatura e fotoperiodo, € a Unica regido que produz cebola durante todo o ano,
permitindo que os produtores programem as safras para 0S meses em que ocorre menor oferta do
produto no mercado interno e, consequentemente, 0os precos sejam mais elevados (Araujo e
Correia, 2007). Recentemente foi constatada a presenca da podriddo de escamas em bulbos
oriundos dos principais municipios produtores da regido semiérida do Nordeste, localizados em
Pernambuco e na Bahia, mais precisamente no Vale do So Francisco, associada a bactérias do
complexo B. cepacia, B. gladioli pv. alliicola e P. aeruginosa. (Oliveira et al. 2016).

Os sintomas da podriddo em escama sdo comuns em bulbos maduros no campo ou
armazenados (Wordell Filho, Martins e Stadnik, 2007). No pseudocaule e nas escamas externas
caracterizam-se por uma podriddo amarelada, viscosa e escorregadia ao tato (Gava e Tavares,
2007). Escamas adjacentes as infectadas podem permanecer firme e, embora a podriddo seja
observada nas escamas individualmente, todo o bulbo ¢ comprometido (Davis et al. 2014;
Roberts, 2013). Além disso, bulbos doentes deixam normalmente odor avinagrado (Wordell Filho
et al. 2006). E importante mencionar que embora as perdas em decorréncia da doenga possam
ocorrer durante o armazenamento, a infeccdo geralmente ocorre no campo, apos a formacao dos
bulbos (Parke e Gurian-Shernan, 2001).

Apesar da importancia da podridao em escama da cebola, pesquisas sobre a epidemiologia
desta doenga ainda ndo foram realizadas. A epidemiologia ¢ uma ferramenta importante para
ampliar o entendimento de como as doencas ocorrem nas plantas hospedeiras e para detectar quais
os fatores que favorecem o seu desenvolvimento (Silva et al. 2015). Sabe-se que a intensidade e
frequéncia das doencas sao significativamente influenciadas pelo grau de desvio de cada condigdo

ambiental do ponto no qual o progresso da doenga ¢ maximo (Silveira et al. 2004). Nesse sentido,
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para o progresso das doengas a temperatura tem um importante papel regulatério, ja que
temperaturas limitantes aos fitopatdgenos raramente ocorrem em regides tropicais e subtropicais
(Martins e Amorim, 1999). A umidade, em termos de quantidade e duragdo, também ¢ importante
para o processo de infeccdo de grande parte dos fungos e bactérias fitopatogénicas (Silva et al.
2001). Outro fator preponderante no processo infeccioso ¢ a quantidade de inoculo viavel, cujo
aumento da concentra¢do normalmente tende ao aumento do nivel ou taxa de infec¢ao (Oliveira et
al. 2014). Portanto, o entendimento dos fatores ambientais chave que afetam o desenvolvimento
de epidemias de doencas de plantas ¢ essencial para analisar e implementar estratégias efetivas
para o manejo da doenga (De Wolf e Isard, 2007). No caso da podriddo em escamas, por se tratar
de uma doenga de ocorréncia no campo e na pds-colheita, também ¢ importante determinar a
influéncia da idade do bulbo na epidemiologia da doenga.

Diante do desconhecimento sobre a epidemiologia da podriddo em escamas da cebola, este
trabalho teve como objetivo avaliar a epidemiologia da doenca sob a influéncia da temperatura,
umidade, idade do bulbo e concentracdo de indculo de diferentes isolados do complexo B. cepacia

associados a podridao em escamas no Vale do Sao Francisco.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos. Foram selecionados isolados do complexo B. cepacia previamente
classificados como altamente (CRMB76 e CRMB199), moderadamente (CRMB31 e CRMB259)
e pouco agressivos (CRMB109 e CRMB222) (Oliveira et al. 2016). Esses isolados foram obtidos
de bulbos de cebola apresentando sintomas de podriddo em escama no Vale do Sdo Francisco e
encontram-se atualmente depositados na Colecao de Cultura Rosa Mariano (CRM) do Laboratorio
de Fitobacteriologia da UFRPE. Todos os experimentos descritos a seguir foram realizados em

duplicata.

Identificacdo dos isolados. A identificacdo dos isolados foi realizada por meio do
sequenciamento e analise filogenética da sequéncia parcial do gene recA (gene de recombinacéo e
reparo de DNA). A extracdo do DNA dos isolados foi realizada a partir do crescimento bacteriano
com 36h, utilizando-se o Kit MiniPrep para extracdo de DNA genOmico bacteriano (Axygen

Biosciences, Massachusett, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para amplificacdo
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de um fragmento de 376 pb foram utilizados os primers BUR3 (GARAAGCAGTTCGGCAA) e
BURS (CGATCATGTCGATCGARC). As reagdes foram compostas por: 1X de PCR Master mix
2X (0,05 U/l de Tag DNA polimerase, tampéo de reacdo, 4 mM de MgCl2, 0,4 mM de cada
dNTP), 8 uL de cada primer, 10 uL de DNA e 8 uL de DMSO. As amostras foram amplificadas
em termociclador modelo PTC-100 (MJ Research, Estados Unidos), sendo realizadas em dois
estadios: o primeiro estadio foi constituido por 48 ciclos de 95°C por 30 seg, 65°C por 30 seg e
72°C por 3 min e o segundo estédio, por 15 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 40 seg e 72°C
por 40 seg, seguindo-se uma extensdo final com um ciclo de 72°C por 3 min. Controles negativos
(reacOes livres de DNA) foram incluidos para verificar a presenca de contaminantes. Os
sequenciamentos das fitas foward e reverse foram realizados pela Macrogen® (Seul, Coréia do
Sul). A andlise da qualidade das sequéncias de nucleotideos e a montagem dos contigs foram
realizadas com auxilio do Staden Package (Staden et al. 1998). Os alinhamentos das sequéncias
foram realizados com a ferramenta ClustalW, implementada no software MEGA v.6.0. Foram
realizadas analises de Inferéncia Bayesiana utilizando-se modelos de substituicdo de nucleotideos
selecionados por meio do critério de informacBes bayesiano (bayesian information criterion -
BIC) com o auxilio do JModelTest 2.1.3.

Temperatura ideal de crescimento in vitro dos isolados. Com auxilio de espectrofotometro
(Analyser 500 M, Brasil), foram preparadas suspencgdes dos seis isolados estudados para Aszy =
0,54, o que corresponde a 10° UFC/mL. Aliquotas de 0,5 mL das suspensdes bacterianas foram
dispensadas em tubos de ensaio contendo 4,5 mL de meio de cultura NYD (10 g de dextrose; 5 g
de extrato de levedura; 3 g de extrato de carne e 5 g de peptona, completando-se até¢ 1000 mL com
dgua destilada). Posteriormente, os isolados foram incubados em estufa tipo B.O.D.
(Biochemistry Oxigen Demand) nas temperaturas de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 e 50°C durante 48
h. Apo6s a incubagdo, o crescimento dos isolados nas diferentes temperaturas foi avaliado em
espectrofotometro a 570 nm, lendo-se a absorbancia das suspensdes. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo constituida

por um tubo de ensaio.
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Influéncia da concentracdo do inoculo sobre a podriddo em escama. Os isolados foram
cultivados em meio NYDA (NYD acrescido de 20 g de &gar) por 36 h a 30°C e a concentracdo
das suspencdes bacterianas foram ajustadas para 10° UFC/mL, seguindo-se a realizacdo de
diluices em séries até a concentracdo de 10° UFC/mL, conforme descrito por Souza et al. (2016).
Com auxilio de uma almofada de alfinetes entomoldgicos foram realizados ferimentos de
aproximadamente 2,5 mm de profundidade em catafilos destacados de cebola, e sobre o
ferimento, foram depositados 10 pL das suspensdes bacterianas nas concentragdes 10°, 10" e 10°
UFC/mL. Catafilos tratados similarmente com agua destilada esterilizada (ADE) constituiram o
controle negativo. Ap6s a inoculacdo, os catafilos foram dispostos sobre placas de Petri e as
placas colocadas dentro de bandejas de plastico, sendo as bandejas recobertas com sacolas
plasticas transparentes para criacdo de uma camara Umida. Em seguida, as bandejas foram
acomodadas em B.O.D. a temperatura de 30°C por 48 h.

As avaliagdoes foram realizadas em intervalos de seis em seis horas até 48 h apds a
inoculacdo (6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 h) determinando-se os seguintes componentes
epidemioldgicos: a) periodo de incubagdo (PI), calculado pelo numero de horas entre a
inoculacdo e o surgimento dos sintomas da doenca; b) severidade, estimada pela medicao das
lesdes com auxilio de um paquimetro; e c) area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), calculada com base nos dados de severidade pela expressio: AACPD = X
(yityi+1)/2.di, onde yi e yi+1 s@o os valores de severidade observados em duas avaliacdes
consecutivas e di; o intervalo entre as avaliacdes (Shaner e Finney, 1977).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial duplo (seis
isolados e trés concentracdes de indculo), com cinco repeticbes, sendo cada repeticdo constituida
por trés catafilos contendo um ponto de inoculagéo.

Efeito da temperatura sobre a podriddo em escama. Os isolados foram cultivados em meio
NYDA por 36 h a 30°C e a concentracéo das suspencdes bacterianas foram ajustadas para 10°
UFC/mL. As inoculagdes foram realizadas conforme descrito anteriormente e os catafilos
mantidos em B.O.D. nas temperaturas 30, 35, 40°C com camara Umida por 48 h. As avaliacOes
foram realizadas conforme descrito anteriormente. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial duplo (seis isolados e trés temperaturas), com cinco repeticoes,

sendo cada repeticdo constituida por trés catafilos contendo um ponto de inoculacgéo.
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Influéncia da presenca de camara Umida sobre a podriddo em escama. Os catafilos foram
inoculados com as suspens6es bacterianas (10° UFC/mL) conforme descrito anteriormente, sendo
submetidos ou ndo a tratamento com camara Umida durante 48 h. Apdés a inoculacdo, foi realizada
a incubacdo em B.O.D. na temperatura de 35°C. As avaliacbes foram realizadas conforme
descrito anteriormente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo
fatorial duplo (seis isolados e duas condigdes de umidade), com cinco repeti¢des, sendo cada
repeticdo constituida por trés catafilos contendo um ponto de inoculagéo.

Influéncia da amplitude do periodo de molhamento sobre a podriddo em escama. Os
catafilos foram inoculados com as suspensées bacterianas (10° UFC/mL) conforme descrito
anteriormente, sendo posteriormente submetidos a tratamento em camara Umida durante 6, 24 e
48 h. Os diferentes periodos de molhamento foram obtidos por meio da retirada da camara umida
apos cada tempo estipulado. As avaliagdes foram realizadas conforme descrito anteriormente. Os
experimentos foram realizados em delineamento experimental inteiramente casualizado em
arranjo fatorial duplo (seis isolados e trés periodos de molhamento), com cinco repeti¢des, sendo

cada repeticdo constituida por trés catafilos contendo um ponto de inoculagéo.

Efeito da idade do bulbo sobre a podridao em escama. Catafilos de cebola com idade de 90,
100 e 110 dias foram inoculados conforme descrito anteriormente. Ap6s as inoculagdes, 0s
catafilos foram incubados em B.O.D. com camara Umida durante 48 h. As avaliacdes foram
realizadas conforme descrito anteriormente. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial duplo (seis isolados e trés idades dos bulbos) com cinco
repeticdes, sendo cada repeticao constituida por trés catafilos contendo um ponto de inoculacéo.

Andlise estatistica. Para determinacdo da temperatura ideal de crescimento in vitro dos isolados
os dados gerados para cada isolado foram analisados individualmente por meio do Table Curve
(Systat Software, Inc., Point Richmond, CA). As varidveis analisadas foram submetidas a analise
de correlacdo de Pearson (P<0.05) e os dados obtidos em cada experimento foram submetidos a
Andlise de Varidncia (ANOVA). Posteriormente, as médias foram comparadas pelo teste de
Diferenca Minima Significativa (DMS) (P<0.05). As analises foram realizadas com auxilio do

programa Statistix (versdo 9.0, Analytical Software Tallahassee).
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RESULTADOS

Identificacdo atraves da sequéncia parcial do gene recA. A arvore filogenética obtida por meio
de Inferéncia Bayesiana demonstrou que os isolados CRMB31, CRMB109 e CRMB259
pertencem a espécie B. cenocepacia, enquanto os isolados CRMB76, CRMB199 e CRMB222
pertencem a espécie B. arboris (Fig. 1). Dessa forma, os isolados de B. cenocepacia foram
renomeados como CRMBC31, CRMBC109 e CRMBC259 e os isolados de B. arboris como
CRMBA76, CRMBA199 e CRMBA222.

Temperatura ideal de crescimento in vitro. A temperatura ideal de crescimento in vitro para 0s
isolados de B. cenocepacia foi de 30°C, enquanto para os isolados de B. arboris foi de 28°C

(dados nao apresentados).

Influéncia da concentracdo do inéculo sobre a podriddo em escama. Foi observada correlacéo
positiva significativa (P<0.05) entre a severidade e a AACPD (r = 0.92) e correlagdo negativa
significativa entre o Pl e a severidade (r = - 0.77) e a AACPD (r = - 0.89). Portanto, tendo em
vista a ocorréncia de correlagdes significativas entre todas as variaveis analisadas, para os demais
experimentos apenas a severidade da doenca foi calculada. Foi observada interacdo significativa
(P<0.05) entre os isolados e as concentra¢Bes de indculo. A severidade da podriddo em escama
aumentou significativamente com o incremento da concentracdo do indculo de 10° a 10® UFC/mL.
Nas trés concentracfes testadas o isolado CRMBC109 induziu uma severidade menor que as
induzidas pelos demais isolados. Na concentracdo de 108 UFC/mL, o isolado CRMBAT76 causou
lesbes significativamente maiores (Tabela 1). Para os isolados CRMBA199, CRMBAZ222,
CRMBC31 e CRMBC259 nédo foram observadas diferencas significativas entre as concentracfes
10" e 10° UFC/mL.

Efeito da temperatura sobre a podriddo em escama. N&o foi observada interacédo significativa
(P<0.05) entre os isolados e as temperaturas analisadas. Portanto, independentemente do isolado
analisado foi observado que a severidade da doenca foi maior nas temperaturas de 35 e 40°C, as
quais diferiram significativamente do tratamento a 30°C (Fig. 2).
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Influéncia da presenca de camara umida sobre a podriddo em escama. Foi observada
interagdo significativa (P<0.05) entre os isolados e a presen¢a de cAmara umida. Nesse sentido, a
presenca de camara Umida aumentou de forma significativa (P<0.05) a severidade da doenca para
todos os isolados, exceto para o isolado CRMBC109 o qual apresentou a mesma média tanto na
presenca como na auséncia da camara umida (Tabela 2). Os isolados CRMBC31, CRMBA76,
CRMBA199 e CRMBAZ222 apresentaram o0s maiores valores de severidade em condigOes de
camara Umida. Por sua vez, na auséncia de cAmara Umida os isolados CRMBC31, CRMBAT6,
CRMBA199 e CRMBC259 induziram uma maior severidade da doenca.

Influéncia da amplitude do periodo de molhamento sobre a podriddo em escama. Nao foi
observada interagao significativa (P<0.05) entre os isolados ¢ os periodos de molhamento (6, 24 e
48 h). Portanto, independentemente do isolado analisado foi observado que a amplitude do
periodo de molhamento influenciou a severidade da doenca, sendo observado um aumento
significativo (P<0.05) na medida em que a exposi¢do dos catafilos ao periodo de molhamento

aumentou (Fig. 3).

Efeito da idade do bulbo na severidade da podriddo em escama da cebola. Foi observada
interacdo significativa (P<0.05) entre os isolados e a idade dos bulbos. De maneira geral,
severidades significativamente mais altas (P<0.05) foram observadas em bulbos com 90 ¢ 100
dias de idade do que em bulbos com 110 dias (Tabela 3). O isolado CRMBA76 induziu a uma
maior severidade quando inoculado em bulbos com 90 dias, enquanto aos 100 dias os isolados
CRMBC31, CRMBA222 e CRMBC259 induziram maiores lesdes. Em bulbos com 110 dias de
idade, os isolados CRMBA76 e CRMBC31 induziram as maiores lesdes, diferindo

significativamente dos demais.

DISCUSSAO

A podriddo em escama é uma doenca de ocorréncia generalizada em cultivos de cebola e
estd associada a isolados do complexo B. cepacia, B. gladioli pv. alliicola e P. aeruginosa
(Wordell Filho; Boff, 2006). Essas bactérias foram recentemente detectadas no Vale do Séo
Francisco causando podriddo em escamas, sendo observada uma maior ocorréncia e agressividade

de isolados do complexo, embora as espécies ndo tenham sido identificadas (Oliveira et al. 2016).
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No presente estudo, seis isolados do complexo classificados previamente por Oliveira et
al. (2016) como altamente (CRMB76 e CRMB199), moderadamente (CRMB31 e CRMB259) e
pouco agressivos (CRMB109 e CRMB222) foram selecionados para investigar a influéncia da
temperatura, umidade, idade do bulbo e concentracdo do inéculo na habilidade do patégeno em
infectar cebolas. Esses isolados foram identificados por meio de sequenciamento e andlise
filogenética do gene recA. A exploragdo desse gene tem demonstrado a grande eficiéncia desse
locus para identificacdo de espécies do complexo (Martins, 2007). Além disso, utilizando esse
gene Ginther et al. (2015) foram capazes de identificar espécies de Burkholderia pertencentes e
ndo pertencentes ao complexo B. cepacia. Portanto, utilizando essa metodologia foi possivel
identificar de forma bem sucedida os isolados CRMBA76, CRMBA199 e CRMBA222 como B.
arboris e CRMBC31, CRMBC109 e CRMBC259 como B. cenocepacia. Até 0 momento, apenas
B. ambifaria, B. cepacia, B. multivorans, B. viethamiensis e B. cenocepacia (Jacobs et al. 2008;
Lee e Chan, 2007; Mahenthiralingam; et al. 2005; Wordel Filho e Boff, 2006) haviam sido
descritas como capazes de causar doencas em plantas. Portanto, para 0 nosso conhecimento essa €
a primeira vez que B. arboris é encontrada em associacdo com a podriddo em escamas da cebola.

Para atingir 0 maximo de crescimento, uma bactéria necessita, entre outros fatores, de
condicOes ideais de temperatura (Nascimento et al. 2005). Portanto, antes da realizacdo dos
experimentos conduzidos para analisar o comportamento epidemioldgico da podriddo em escamas
causada por isolados do complexo B. cepacia, foi calculada a temperatura ideal de crescimento in
vitro dos isolados, a qual foi de 30°C para B. cenocepacia e 28°C para B. arboris. Diante desses
resultados, a temperatura de 30°C foi selecionada como temperatura padrédo para cultivo dos
isolados para o posterior preparo das suspensdes bacterianas. Alem disso, as temperaturas ideais
obtidas no presente estudo corroboram com aquelas descritas para isolados do complexo B.
cepacia (30 a 35°C) (Bazzi, 1970) e especificamente para B. arboris (30 a 37°C), embora essa
espécie apresente isolados capazes de crescer até 42°C (Vanlaere et al. 2008).

Para avaliar o comportamento epidemiolédgico da podriddo em escamas da cebola foram
inicialmente estudadas as varidveis Pl, severidade e AACPD, as quais foram estimadas no
experimento para determinacdo da influéncia da concentracdo do inoculo sobre a doenca. Foram
observadas correlacdes positivas entre a severidade e a AACPD e correlagbes negativas entre
essas variaveis e o PI, indicando que qualquer uma dessas variaveis pode ser utilizada em

pesquisas envolvendo epidemiologia da podriddo em escamas, o que também ja foi observado em
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outras doencas bacterianas (Nascimento et al. 2006). Por esse motivo, optou-se por utilizar apenas
a varidvel severidade nos demais estudos do presente trabalho.

Embora no experimento para avaliacdo da influéncia da concentracdo do inoculo sobre a
podriddo em escama tenha havido interacdo significativa entre os isolados e as concentracdes
analisadas, as maiores severidades foram observadas nas concentracdes de 10" e 10° UFC/mL.
Uma vez que a quantidade de in6culo é um pré-requisito para o surgimento de infecgdes, a
ocorréncia de epidemias em diversos patossistemas em um curto espaco de tempo esta
diretamente ligada ao nimero de propagulos do patdgeno dentro ou préximo dos campos com
plantas hospedeiras (Sussel et al. 2011). Portanto, os resultados obtidos neste estudo indicam que
quanto maior for a carga de in6culo, maior seré a severidade da podridao em escamas.

O fator temperatura € frequentemente correlacionado com a epidemiologia da doenga,
seguida pela umidade e luz (Andrade et al. 2007). Embora nao existam estudos sobre a influéncia
da temperatura na severidade da podriddo em escamas da cebola, a temperatura 6tima da doenca é
descrita como sendo entre 30 e 35°C (Wordel Filho e Boff, 2006). No entanto, no presente estudo
foi verificada uma severidade maior nas temperaturas de 35 e 40°C, discordando dos resultados
descritos anteriormente (Wordel Filho e Boff, 2006). Nao foi verificada interacdo significativa
entre isolados e temperatura, mostrando que os niveis de severidade entre os isolados se
comportou da mesma forma, independentemente da temperatura. Para algumas doencas
bacterianas tem sido relatado que a severidade depende, dentre outros fatores, do isolado e da
temperatura (Ibrahim et al. 1978).

Além da temperatura, 0 aumento da incidéncia de doencas no campo também é favorecido
pela ocorréncia de alta umidade (Gava e Tavares, 2007). Portanto, para verificar se a umidade é
um fator primordial para o inicio da infecgdo da podriddo em escamas, inicialmente foi analisado
se haveria diferenca entre a severidade da doenca na presenga ou ndo de camara Umida. Embora
tenha sido observada interagdo significativa (P<0.05) entre os isolados e a presenca de camara
umida, constatou-se que a presenca de umidade aumentou de forma significativa a severidade da
doenca para maioria dos isolados. A influéncia da umidade na epidemiologia da podriddo em
escamas foi reforgada com os resultados obtidos na avaliacdo da influéncia da amplitude do
periodo de molhamento sobre a doenca, que demonstraram que quanto maior foi o tempo de

exposicdo dos catafilos a camara Gmida, maior foi a severidade. Tais constatagbes concordam
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com Gava e Tavares (2007), os quais citam que as principais condi¢des climaticas favoraveis ao
desenvolvimento da podriddo em escama sdo alta umidade e temperaturas elevadas.

Embora Walker et al. (2009) afirme que a doenca ocorre em bulbos maduros, no presente
estudo foi possivel verificar que a idade dos bulbos ndo esta totalmente relacionada a ocorréncia
da podriddo em escama, pois todos os isolados foram capazes de provocar a doenga em catafilos
de todas as idades. Além disso, contrariando a informagdo de que bulbos maduros sdo mais
suscetiveis a doenca, foi verificado que para a maioria dos isolados estudados catafilos de bulbos
mais novos, com 90 dias, foram mais susceptiveis a podriddo em escama do que bulbos com 110
dias. A maior incidéncia da doenca no campo na ocasido em que o0s bulbos estdo mais maduros
esta correlacionada a outros fatores distintos da susceptibilidade dos tecidos da cebola. Segundo
Soares et al. (2004), bulbos de cebola colhidos tardiamente reduzem a firmeza dos mesmos e
aumentam a incidéncia de doencas no armazenamento. Portanto, tecidos mais firmes como
aqueles encontrados em tecidos mais novos e, consequentemente, menos propensos a ferimentos
podem ser o verdadeiro fator responsavel por essa aparente resisténcia. Adicionalmente, é
importante ressaltar que a idade de 6rgdos vegetais ndo € determinante para que ocorra infecgdo
em outros patossistemas. Por exemplo, para frutos de meloeiro a idade ndo é um fator
determinante para a elevacdo ou reducdo da severidade da podriddo em cratera (Senhor et al.
2008), mas é para a mancha aquosa, uma vez que frutos mais velhos inoculados artificialmente
com Acidovorax citrulli s&o mais afetados do que frutos mais jovens (Silveira et al. 2004).

Os isolados estudados no presente trabalho foram anteriormente classificados por Oliveira
et al. (2016) como altamente (CRMB76 e CRMB199), moderadamente (CRMB31 e CRMB259) e
pouco agressivos (CRMB109 e CRMB222). No entanto, considerando os resultados dos
diferentes experimentos esse comportamento nao foi observado. Essa contradicdo entre resultados
pode ser explicada pela existéncia de uma possivel compensacdo dos diferentes niveis de
agressividade dos isolados em funcdo da interacdo entre os isolados e as diferentes condigdes
ambientais, mecanismos de adaptacao e substituicdo ou balanceamento de fatores ecoldgicos ou
bidticos (Aust, Bashi, Rotem, 1980).

Com base nos resultados obtidos no presente estudo foi possivel concluir que as condi¢oes
que predispdem a ocorréncia de severidades mais altas da podriddo em escama da cebola séo
elevada carga de indculo dos patdgenos em conjunto com alta umidade, temperaturas entre 35 e

40°C e tecidos mais novos dos bulbos. Para nosso conhecimento, este € o primeiro estudo
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realizado para determinacdo dos fatores ambientais favoraveis ao desenvolvimento da podriddo
em escama da cebola. Adicionalmente, foi identificada B. arboris causando doenga em cebola,
sendo o primeiro relato dessa espécie como fitopatogénica. As informagdes obtidas aqui serdo
uteis para o entendimento de epidemias da podriddo em escama e auxiliardo a implementacéo de

estratégias para o controle da doenca.
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451  Tabela 1. Influéncia da concentracao do inoculo de isolados de Burkholderia cenocepacia

452  (CRMBC) e Burkholderia arboris (CRMBA) no tamanho da lesdo (cm) em catafilos de cebola

Isolado 10° 10’ 10°

CRMBA 76 1,2 aB* 14 aB 2,2 aA
CRMBA 199 1,1aC 1,4 aAB 1,6 bcA
CRMBA 222 1,0 abB 1,1 bAB 1,3cA
CRMBC 31 1,3aB 1,5aAB 1,6 bcA
CRMBC 109 0,3¢cC 0,8 bB 1,1cA
CRMBC 259 1,2 aB 1,4 aAB 1,6 bcA

C.V. (%) = 18,24

453  *Meédia de 5 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na

454  linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de DMS (P<0.05).
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474  Tabela 2. Influéncia da presenca de camara umida sobre lesdes (cm) causadas por isolados de
475  Burkholderia cenocepacia (CRMBC) e Burkholderia arboris (CRMBA) em cebola catafilos de
476  cebola

Isolado Camara Umida

Com (48h) Sem (0h)
CRMBC31 3,7 aA* 2,0aB
CRMBC109 0,9cA 0,9cA
CRMBC259 3,0 bA 19aB
CRMBA76 3,5aA 1,7 abB
CRMBA199 3,5aA 1,8 abB
CRMBAZ222 3,4 aA 1,4bB

C.V. (%) = 21,13

477  *Média de 10 repeticGes. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na
478 linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de DMS (P<0.05).
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492  Tabela 3. Influéncia da idade de bulbos de cebola no desenvolvimento de lesGes (cm) causadas
493  por Burkholderia cenocepacia (CRMBC) e Burkholderia arboris (CRMBA) em catafilos de
494  cebola

Isolado Idade do Bulbo (dias)
90 100 110

CRMBA76 3,5 aA* 2,6 bB 2,9 Ab
CRMBA199 2,7 bcA 2,7 bA 2,1 Bb
CRMBA222 3,0 bcA 3,0 abA 2,1bB
CRMBC31 3,0* bcA 3,3aA 2,9 Aa
CRMBC109 1,0 dA 1,2 cA 1,0 Ca
CRMBC259 3,1 abA 3,1aA 2,7aB

C.V. (%) = 18,75

495  *Média de 10 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na

496  linha ndo diferem significativamente entre si pelo teste de DMS (P<0.05).
497
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0,64 Burkholderia arboris LMG 24066T
0,84 CRMBT76
053 1 CRMB199
CRMB222

084 Burkholderia diffusa LMG 24065T
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507  Fig. 1. Arvore filogenética de isolados do complexo Burkholderia cepacia construida por meio de
508 Inferéncia Bayesiana a partir de sequéncias parciais do gene recA.
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Fig. 2. Influéncia da temperatura na severidade da podriddo em escamas nos catafilos de cebolas
causadas por isolados de Burkholderia cenocepacia e Burkholderia arboris. Média de 10
repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem significativamente entre si pelo teste de
DMS (P<0.05).
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Fig. 3. Influéncia da amplitude do periodo de molhamento sobre a severidade da podriddo em
escamas nos catafilos de cebolas causadas por isolados de Burkholderia cenocepacia e
Burkholderia arboris. Média de 10 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de DMS (P<0.05).
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CONCLUSOES GERAIS

- A temperatura média ideal para cultivo de B. cenocepacia foi de 30° C e para B. arboris foi de
28°C;

- A severidade da podriddo em escamas foi mais alta quando a carga de inoculo dos isolados foi
de 10® UFC/mL;

- As temperaturas de 35 e 40°C induziram a severidades mais elevadas da podriddo em escama
para as duas espécies;

- A presenca de camara Umida foi um fator determinante para o aumento da severidade da doenca.
A exposicdo a camara Umida durante 48 h proporcionou uma maior severidade da doenca;

- Catafilos de cebola com 90 e 100 dias de idade foram mais suscetiveis ao desenvolvimento dos
sintomas da podriddo em escamas da cebola.



