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RESUMO

O alho (Allium sativum L.) € uma hortalica de grande importancia econémica no Brasil e é
produzido, principalmente, por pequenos e médios produtores. Por ser uma cultura importante
para 0 pais. As doencas que Ihe atacam vém causando grandes preocupac6es, por reduzir a
produtividade. As principais doengas que atacam a cultura do alho séo a podriddo branca
causada pelo fungo Sclerotium cepivorum que pode causar perda de 100% na producdo e
podridao rosada, causada por Setophoma terrestris. O S. cepivorum é resistente & campo por
possuir esclerédios, no qual podem permanecer por muitos anos no solo, em diversas condigdes
climéticas, tornando-se dificil o controle. O S. terrestris vem reduzindo a produtividade do alho
nacional, é um patégeno que é encontrado no solo, caracterizado pela coloracdo rosada nas
raizes, causando o enrugamento do tecido, levando a morte da raiz. Uma alternativa para
controlar essas doencas, € através do controle bioldgico. Muitos estudos destacam o género
Bacillus por apresentar mecanismos de inibicdo e com capacidade de combater doencas
fangicas. Esses microrganismos além de apresentarem potencial de inibir desenvolvimento de
patdgenos possuem a capacidade de promover o crescimento de plantas. O objetivo com esse
trabalho foi avaliar isolados de Bacillus spp. quanto a capacidade de inibicdo da S. terrestris
em in vitro e S.cepivorum in vivo. Foram utilizados 27 isolados bacterianos de Bacillus spp. no
teste de antibiose in vitro com S. terrestris, realizou-se seis repeticdes por isolado, foi
adicionado um isolado em cada canto da placa de petri com o fungo crescido por 72 horas a
25°C com fotoperiodo de 12 horas. As medidas foram realizadas com uma régua volumeétrica e
a cada 24 horas. Para o teste in vitro com S.cepivorum, utilizou-se cinco repeticdes com sete
tratamentos, sendo eles: sem inoculacdo bacteriana, EBO1, EB15, EB17, EB21, produto
comercial a base de Bacillus subtilis e a testemunha (sem fungo e sem bactéria). Foram
quantificados 250 esclerddios/grama e adicionado um grama por vasos Leonard, apenas a
testemunha ndo recebeu os esclerddios do fungo. As sementes de alho utilizadas foram cultivar
Chonan, no qual foram desinfestadas e inoculadas dentro do fluxo laminar. Foram conduzidas
aos vasos Leonard até 120 dias ap6s a semeadura, as plantas foram coletadas. Foram avaliados
a altura da planta em 60, 90 e 120 DAS, nimero de folhas verdes e secas, massa Umida e seca
da parte aérea, massa Umida e seca da raiz, e massa Umida e seca do bulbo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando significativo, realizou o teste de média
Scott-Knott a 5% de significancia. Dos isolados testados na S. terrestris in vitro, nove isolados
apresentaram grau de inibicdo, sendo esses: EB01, EB02, EB03, EB08, EB09, EB13, EB18,
EB19 e EB24. O isolado EB19 apresentou maior grau de inibi¢cdo, com 30,48%. Dos nove
isolados que apresentaram inibicdo da S. terrestris, cinco também apresentaram inibicdo do S.
cepivorum (EBO1, EB13, EB18, EB19, EB24). No teste in vivo, ndo houve manifestacdo da
podriddo branca em vasos Leonard, mostrando que esse sistema ndo é o mais eficiente para
testar expressao da patogenicidade do fungo. Entretanto, observou-se que a inoculacdo dos
bulbilhos de alho com os isolados EBO1, EB15, EB17 e EB21 contribuiu significativamente
para o crescimento da planta, na altura, massa imida e seca da parte aérea, massa seca e umida
dos bulbos e na raiz da planta. Observou-se, tambem, que a aplicacdo do meio sem inoculagéo
induziu o crescimento das plantas, com efeito semelhante ao observado com os isolados,
sugerindo que houve a estimulagdo de microbiota associada aos bulbilhos, sendo essa,
provavelmente, promotora de crescimento do alho.

Palavra- chave: Rizobactérias, Fungo, Doenca, Desenvolvimento, Bioldgico, Podridao



SUMMARY

The Garlic (Allium sativum L.) is a vegetable of great economic importance in Brazil and is
mainly produced by small and medium producers. Because it is an important culture for the
country. The diseases that attack him have been causing great concern, as they reduce
productivity. The main diseases that attack garlic are white rot, caused by the fungus Sclerotium
cepivorum, which can cause 100% loss in production, and pink rot, caused by Setophoma
terrestris. The S. cepivorum is resistant to the field because it has sclerotia, which can remain
for many years in the soil, in different climatic conditions, making it difficult to control. The S.
terrestris has been reducing the productivity of national garlic, it is a pathogen that is found in
the soil, characterized by the pink color of the roots, causing the wrinkling of the tissue, leading
to the death of the root. An alternative to control these diseases is through biological control.
Many studies highlight the genus Bacillus for presenting mechanisms of inhibition and ability
to fight fungal diseases. These microorganisms, in addition to having the potential to inhibit the
development of pathogens, have the ability to promote plant growth. The aim of this work was
to evaluate Bacillus spp. regarding the ability to inhibit S. terrestris in vitro and S.cepivorum in
vivo. 27 bacterial isolates of Bacillus spp. in the in vitro antibiosis test with S. terrestris, six
replicates were performed per isolate, one isolate was added to each corner of the petri dish
with the fungus grown for 72 hours at 25°C with a 12-hour photoperiod. Measurements were
performed with a volumetric ruler and every 24 hours. For the in vitro test with S.cepivorum,
five repetitions were used with seven treatments, namely: without bacterial inoculation, EBO1,
EB15, EB17, EB21, commercial product based on Bacillus subtilis and the control (without
fungus and without bacteria ). 250 sclerotia/gram were quantified and one gram was added per
Leonard pots, only the control did not receive the sclerotia of the fungus. The garlic seeds used
were cultivar Chonan, in which they were disinfested and inoculated within the laminar flow.
Up to 120 days after sowing, they were placed in Leonard pots and the plants were collected.
Plant height at 60, 90 and 120 DAS, number of green and dry leaves, shoot wet and dry mass,
root wet and dry mass, and bulb wet and dry mass were evaluated. Data were submitted to
analysis of variance (ANOVA) and when significant, the Scott-Knott mean test was performed
at 5% significance. Of the isolates tested on S. terrestris in vitro, nine isolates showed a degree
of inhibition, namely: EBO1, EB02, EBO3, EB08, EBQ9, EB13, EB18, EB19 and EB24. The
EB19 isolate showed the highest degree of inhibition, with 30.48%. Of the nine isolates that
showed inhibition of S. terrestris, five also showed inhibition of S. cepivorum (EB01, EB13,
EB18, EB19, EB24). In the in vivo test, there was no manifestation of white rot in Leonard pots,
showing that this system is not the most efficient to test expression of the pathogenicity of the
fungus. However, it was observed that the inoculation of garlic bulbs with the isolates EB01,
EB15, EB17 and EB21 contributed significantly to plant growth, height, wet and dry mass of
shoots, dry and wet mass of bulbs and root. of the plant. It was also observed that the application
of the medium without inoculation induced plant growth, with an effect similar to that observed
with the isolates, suggesting that there was stimulation of the microbiota associated with the
bulbils, which is probably a promoter of garlic growth.

Keywords: Rhizobacteria, Fungus, Disease, Development, Biological, Rot
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1 INTRODUCAO

O alho (Allium sativum L.) pertence a familia Aliaceas € uma planta herbacea, que
apresenta folhas alongadas, estreitas e cerosas e pode atingir altura de aproximadamente 90 cm,
variando conforme a cultivar (VIEIRA, 2004). As plantas possuem um bulbo comestivel, que
varia de seis a quinze bulbilhos, conhecidos também como dentes (INSTITUTO DE
PLANEJAMENTO E ECONOMIA AGRICOLA DE SANTA CATARINA, 1995).

Segundo a Embrapa Hortalicas, o consumo do alho no Brasil cresceu em 20% se
comparado a 2019, e nos ultimos seis anos houve aumento das areas plantadas, o qual passou
de 9500 hectares para 14 mil hectares (LIMA et al., 2019). O Brasil se destaca como um dos
paises com maior consumo per capita de alho, aproximadamente, 1,5 kg/habitante/ano
(RESENDE; HABER; PINHEIRO, 2016).

No ano de 2019 a producdo chegou a 131523 toneladas em uma area de 11219 hectares
plantados, com produtividade média de 11724 kg/ha (IBGE, 2019). Ja nas safras 2020/21, a
producdo alcangou 220 mil toneladas em 16 mil hectares plantados, com um rendimento médio
de 12798 kg por hectare (ANAPA, 2022). Com 73940 toneladas, o maior produtor em 2021 foi
0 estado de Minas Gerais, responsavel por quase a metade do volume nacional (IBGE, 2021).

Em Santa Catarina, na safra 2020/21, obteve-se producao de 18419 toneladas em uma
area de 1881 hectares, apresentando uma produtividade média de 9792 kg/ha (IBGE, 2021).
Ocupando o terceiro lugar no ranking do Brasil (PEREIRA, 2021). A regido de Curitibanos e a
mesorregido sao produtoras de alho desde 1997, sendo o berco do alho nacional (LUCINI,
2008). No ano de 2019, a regido teve uma produtividade média de 9000 kg por hectare (IBGE,
2019). Aregido de Curitibanos tem um potencial grande para o cultivo de alho, pois apresenta
condic@es climaticas favoraveis para o seu desenvolvimento.

O aumento da produtividade € um fator decisivo no cultivo do alho no Brasil, pois é
uma cultura intolerante ao estresse hidrico, suscetivel as condi¢cbes ambientais (ocorrendo
distdrbios fisioldgicos) e ao ataque de pragas e doencas (CORREIA, 2021). A cultura possui
também alto custo de producdo e grande taxa de manifestacdo de diversas doencas
(ANAPA,2019).

Neste sentido, a ocorréncia de doengas na lavoura vem causando preocupacdes pelas
quedas de producdo (INSTITUTO DE PLANEJAMENTO E ECONOMIA AGRICOLA DE
SANTA CATARINA, 1995). Das principais doencas da raiz do alho, a podriddo branca causada

pelo fungo S. cepivorum é responsavel por grandes perdas na lavoura (RESENDE; HABER;
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PINHEIRO, 2016). Essa doenca ocorre, principalmente, em regides frias e com alta umidade,
com alta severidade (RESENDE; HABER; PINHEIRO, 2016). Esse fungo tem grande
resisténcia em campo, podendo sobreviver nos solos por muitos anos, tornando dificil seu
controle, pois o fungo produz esclerdédios (MARCUZZO; SCHMOELLER, 2017). Em funcéo
disso, diversas areas se tornaram improprias para o cultivo do alho (LOURENCO JUNIOR et
al., 2016).

Outra doenca que estd ganhando destaque nos altimos anos na cultura do alho é a
podridao rosada, causada pelo fungo S. terrestris. O patdgeno se manifesta, principalmente, na
fase final da cultura na Regido Sul, afetando a produtividade (REVISTA CULTIVAR
HORTALICAS E FRUTAS, 2020). O fungo S. terrestris também possui esclerédios que
causam resisténcia em campo, sobrevivendo, aproximadamente, oito anos no solo e
ocasionando perdas de produtividade de 50% a 100% (MICHEREFF; BARROS, 2001). Na
cultura do alho ha poucos estudos e a cada ano vem aumentando as areas de incidéncia da
doenca.

O controle quimico dessas doengas vem mostrando pouco eficiéncia, pois as estruturas
que sobrevivem no solo por muitos anos sdo muito agressivas (LOURENCO JUNIOR et al.,
2016). No sistema de producéo, o controle bioldgico vem sendo apontado como uma alternativa
(RODRIGUES, 2019).

Para ajudar no crescimento e desenvolvimento dessa cultura, tem aumentado os estudos
realizados com as rizobactérias. Conceitua-se rizobactérias sendo um grupo de microrganismos
gue possuem a capacidade de colonizar o sistema radicular das plantas e a rizosfera, podendo
ser saprofitos de vida livre ou simbiontes (COELHO et al., 2007).

Os estudos apontam que essas bactérias possuem caracteristicas de auxiliar no
crescimento e desenvolvimento da planta, por isso sdo chamadas de Rizobactérias Promotoras
do Crescimento de Plantas (RPCP) (CARVALHO; OLIVEIRA, 2009). As RPCPs possuem
diversos mecanismos benéficos como: a producao de hormdnios que auxilia na germinacao de
sementes, no crescimento das plantas adultas; assim como a producdo de metabdlitos que
inibem patdgenos vegetais (ARAUJO; PEDROSO, 2013). O género Bacillus esta entre os
destaques, pois sobrevivem nos solos e por terem capacidade de formar enddsporos resistentes
a diversas condi¢es ambientais e edaficas (BRAGA JUNIOR et al., 2015). As espécies do
género em questdo tém potencialidade por produzirem toxinas, ao serem utilizadas na

agricultura, podem inibir microrganismos que afetam a producéo das culturas.
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Vale ressaltar que o controle bioldgico vem se tornando uma ferramenta importante
para supresséo de pragas e doengas, com intuito de producéo inteligente e sem ou com reducéo
do uso de defensivos agricolas. Esse sistema de controle utiliza microrganismos antagonistas,
como as bactérias do género Bacillus, que tém mecanismos de inibi¢do, com capacidade de

controlar, principalmente, alguns géneros de fungos fitopatogénicos (DORIGHELLO, 2017).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Verificar a viabilidade das bactérias do género Bacillus para o controle dos fungos
Setophoma terrestris in vitro e Sclerotium cepivorum in vivo e como promotoras de crescimento
do alho.

1.1.2 Objetivos Especificos

Quantificar a eficiéncia dos isolados bacterianos na inibigéo da S. terrestris in vitro.
Avaliar o potencial dos isolados bacterianos em controlar os sintomas e manifestacédo
da podridéo branca (S. cepivorum) no alho em condi¢6es controladas.

Quantificar o efeito dos isolados no crescimento do alho em condigfes controladas.

1.2 JUSTIFICATIVA

O alho (A. sativum L.) é uma cultura de interesse social, no qual 40772 propriedades
cultivam alho no Brasil e 83% sdo de agricultura familiar (IBGE, 2021). O Brasil € o segundo
maior importador de alho do mundo (GRUNDLING; GAZZOLA; ARAGAOQ, 2021). Em 2022,
o0 Brasil importou 94,0 mil toneladas, houve uma reducéo de 11,2% quando comparado a 2021,
mas o Brasil mesmo reduzindo a importacdo ainda vem sendo um dos maiores importadores,
principalmente do alho argentino e chinés (CONAB, 2022).

Além de ser uma planta aromética € utilizada em diversas culinarias, é de uso medicinal,
pois ajuda a estimular as funcGes respiratorias por possuir propriedades antissépticas (MOTA
et al, 2011) (TRANI, 2009).
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Essa cultura sofre ataques de diversas doencas, tanto foliares como radiculares. As mais
comuns so a ferrugem e a podriddo branca (BELLE; FONTANA, 2018), mas ha alguns anos,
a preocupacao dos produtores tem aumentado com a podridao rosada, que afeta, grandemente,
a producdo, causando um grande prejuizo nas lavouras de alho e respectivamente em sua
produtividade.

A podridao branca e a podridao rosada ndo apresentam uma resposta positiva ao controle
quimico que se mostra ineficiente, pois sdo fungos de dificil controle por possuir esclerodios e
possuir rapida dispersao e alta resisténcia a campo (REIS; OLIVEIRA, 2011). Néo ha fungicida
registrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) especifico para S.
terrestris, para controle do S. cepivorum encontrasse sete produtos registrados no Sistema
Agrotdxico Fitossanitario (AGROFIT).

O controle biologico poderad ser uma alternativa viavel e econémica para controlar a
podridao branca e rosada utilizando rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, como
o0 Bacillus (PAVAN, 2015). As bactérias do género Bacillus tém mecanismos de inibi¢éo, com
capacidade de controlar alguns géneros de fungos fitopatogénicos. Um dos mecanismos que
essas bactérias possuem € o de antibiose, em que realiza a producdo de compostos antibioticos
(BATISTA JUNIOR et al., 2002). Por isso, € necessario estudar os mecanismos desses
microrganismos e testar isolados de Bacillus, como forma de controlar ou amenizar doencas
como a podriddo branca e a raiz rosada. Assim, crescentemente, as lavouras de alho terdo mais

produtividade e diminuira a degradacdo do meio ambiente.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACULTURA DO ALHO

O alho (A. sativum L.) é uma planta aromatica da familia das Aliaceae, assim como a
cultura da cebola. O porte da planta varia entre 50 a 90 cm de altura e suas raizes atingem até
50 cm de profundidade. Possuem folhas estreitas e alongadas que sdo recobertas por uma
camada de cera que as protege (RESENDE; HABER; PINHEIRO, 2016). O bulbo apresenta
um formato redondo ou ovalado, e é dividido em bulbilhos, podendo variar em média de 9 a 15
bulbilhos. Eles sdo compridos e apresentam uma forma arqueada, possuem uma folha protetora
chamada de bractea com variagdo de cor, podendo ser branca, vermelha, roxa ou marrom. O
bulbo também tem varias tunicas esbranquicadas que servem para a protecdo (RESENDE;
HABER; PINHEIRO, 2016).

O alho pode ser classificado em grupos, calibres ou categorias. O grupo é conforme a
coloracdo da tanica dos bulbilhos, podendo ser: branco, roxo, vermelho ou colorido, pelas
denominacdes da Portaria MAPA N° 435 de 18 de maio de 2022. O alho Branco tem a maior
dominéncia a coloragdo branca no bulbilho, o alho Roxo apresenta coloragdo roxa em todos 0s
bulbilhos, o alho Vermelho apresenta coloracdo avermelhada na tanica dos bulbilhos e o
Colorido apresenta coloracdo diferentes dos citados acima (PORTARIA N° 435, 2022)
(RESENDE; HABER; PINHEIRO, 2016).

O alho é cultivado em época fria do ano e seu ciclo do alho varia conforme a sua cultivar.
Segundo Lucini (2016), o ciclo é caracterizado por trés fases: a primeira fase é quando ocorre
a brotacdo; a segunda fase é a partir da emissao de folhas novas até o comeco da diferenciacao;
e a terceira fase, do desenvolvimento dos bulbilhos até a maturacdo completa.

Para que a cultura se desenvolva € preciso ter alguns cuidados com o solo, apresentando
uma fertilidade alta e pH de 6,5 (MENESES SOBRINHO et al., 1993). Os nutrientes mais
exigidos séo nitrogénio, fosforo e potassio, pois eles atuam na producéo e qualidade de bulbos
do alho (RESENDE; FAQUIN; SOUZA, 2004). O nitrogénio e potassio garante o
desenvolvimento eficiente e vigoroso da planta (LUCINI, 2016) (MENESES SOBRINHO et
al., 1993). Ja o fésforo atua na produtividade, pois ajuda a formar bulbos grandes (MENESES
SOBRINHO et al., 1993).

As tecnologias de fertirrigacdo e a fertilizagéo foliar ajudam a melhorar a qualidade da
cultura do alho. Essas duas técnicas tém a funcéo de corrigir possiveis falhas da fertilizagdo do

solo e complementar a mesma, além de estimular as fases da cultura do alho. Quando aplicados
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esses fertilizantes foliares, observa-se respostas positivas e eficientes no fornecimento de

nutrientes para diversas culturas olericolas (LUZ et al., 2010).

2.1.1 Alho na regido de Curitibanos

A regido de Curitibanos tem um grande potencial para o cultivo de alho, pois apresenta
condic@es climaticas favoraveis para o seu desenvolvimento (RODRIGUES, 2019). Em Santa
Catarina, foi o primeiro municipio a cultivar essa hortalica, ficando conhecida nos anos 80 como
a “Capital Nacional do Alho” por ser o pioneiro no plantio de alho nobre, qual caracteriza-se
por ser branco em seu exterior e roxo por dentro (BARBOSA, 2009).

Na safra de 2019/2020, o municipio teve uma area plantada de 926 hectares, a qual
alcancou produtividade média de 9000 kg por hectare (IBGE, 2019). Gielhl et al. (2018) aponta
que o alho apresenta um alto custo de producéo, porém se destaca pela grande contribuicdo para
o0 desenvolvimento da economia da regido, que atinge em sua maior parte pequenos agricultores
e mao de obra familiar.

Segundo a EPAGRI/CEPA (2022) para produzir um hectare de alho hd um custo
aproximado de R$ 80571,75, sendo R$ 33617,11 atribuidos & insumos agricolas, R$ 22599,00
referente a méo de obra, R$ 12719,89 com servigos mecanicos e R$ 11635,75 com despesas
gerais, assisténcia técnica, seguro de producao, custos financeiros, despesas de comercializacdo
e depreciacéo.

Além do elevado custo de producdo, apresenta grande chance de manifestar varias
doencas na cultura (SILVA, 2017). Os produtores estdo buscando alternativas para amenizar 0s
prejuizos causados por essas doencas. Ainda, alguns tém deixado de trabalhar com essa cultura
em decorréncia dessas incertezas. As duas doengas radiculares expressivas na cultura sdo:

podriddes branca e rosada.

2.2 PRINCIPAIS DOENCAS RADICULARES NO ALHO

A cultura do alho sofre com ataques de diversas doengas a campo, podendo ser foliares e
radiculares (RESENDE; HABER; PINHEIRO, 2016). Entre as principais doencas radiculares
estd a podriddo branca causada pelo fungo S. cepivorum, que é caracterizado como fungo

imperfeito da ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae (MESQUITA, 2018). Entre as doencas
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radiculares também temos a podriddo rosada causado pelo fungo Setophoma terrestris, da
ordem Sphaeropsidales e familia Sphaeropsidaceae (CARVALHO, 2016).

2.2.1 Podridao branca

Entre as doencas que mais atingem a cultura do alho, a podridéo branca é a mais destrutiva,
podendo causar perda totais de producdo (LOURENCO JUNIOR et al., 2016). Essa doenca tem
maior ocorréncia em regides frias e com alta umidade, o patégeno permanece no solo por um
longo periodo, apresentando uma facil dispersdo dentro e entre lavouras e diminuindo
drasticamente a produtividade (REIS, 2011). Conforme apresenta a Figura 1, uma planta de
alho sobre o ataque do patogeno:

Figura 1- Alho sobre o ataque do fungo Sclerotium cepi
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Fonte: A autora (2022)

O S. cepivorum é favorecido por temperatura do solo préximas ha 13°C- 18°C (COLEY-
SMITH; MITCHE; SANSFORD, 1990) e sobrevive no solo em pequenos esclerodios que sao
estruturas de coloracdo negra, com formato arredondado que apresenta diametro variando de
200 a 500 pm, e podem permanecer em dorméncia no solo por mais de 20 anos, germinando
apenas com a presencga de exsudatos radiculares liberados pelas culturas do género Allium
(MARCUZZO, SCHMOELLER, 2017) (LOPES, MICHEREFF, 2018). As hifas do fungo
penetram na epiderme da raiz do alho por meio de opressorios. As células penetradas sdo mortas
e a producdo de enzimas e &cidos pelo patégeno contribui para o apodrecimento dos tecidos
infectados e ocorre o desenvolvimento dos sintomas da doenca na planta (FUGA; LOPES;
VIEIRA, 2012).
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As plantas mais novas quando atacadas pelo patdégeno, podem acarretar sua morte. Os
sintomas mais comuns visiveis sdo o amarelecimento e morte das folhas velhas, seguido por
apodrecimento dos bulbos e morte da planta (LOURENCO JUNIOR et al., 2016). A planta do
alho é suscetivel & podriddo branca durante todo seu ciclo vegetativo (SOUZA; MACEDO,
2009).

No Brasil, a ocorréncia é generalizada nas regides serranas do estado de Séo Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (MARCUZZO; SCHMOELLER,
2017). Diversas areas se tornaram improprias para o cultivo do alho, por causa do patégeno S.
cepivorum e sua estrutura de resisténcia (LOURENCO JUNIOR et al., 2016).

Esse patdgeno tem formacdo de micélios brancos no inicio da manifestacdo dos sintomas,
depois de um periodo formam pequenos pontos escuros que sao os esclerddios,
consequentemente, as raizes também acabam apodrecendo (MESQUITA, 2018). A presenca de
esclerddios sobre os bulbos afetados é importante para identificar e fazer o diagnostico da
doenca corretamente, pois os demais sintomas podem ser causados por outros patdgenos (REIS;
OLIVEIRA, 2011).

Ha algumas medidas preventivas que devem ser tomadas como utilizacdo de sementes
livres do patdgeno, lavagens dos implementos agricolas, rotacdo de culturas, realizar o plantio
em areas sem a presenca do patégeno (SOUZA; MACEDO, 2009). No mercado, atualmente,
ndo existem cultivares resistentes a essa doenca e o uso de fungicidas é pouco eficiente e
inviavel (PEREIRA, 2013).

Para o controle da podriddo branca € necessario estudar outras formas de controle, como o
controle bioldgico, em que se utiliza outros microrganismos que tenham potencial de controlar
esse fungo patogénico (DI PIERO; FELIPINI, 2022).

2.2.1 Podridao rosada no alho

Dentre as doencas veiculadas pelo solo mais prejudiciais a cadeia produtiva do alho,
destaca-se a podridao rosada, causada pelo fungo Setophoma terrestris, é classificado como um
fungo imperfeito da ordem Sphaeropsidales, familia Sphaeropsidaceae (CARVALHO, 2016).

Essa doenca vem reduzindo a produtividade do alho nacional, pois esta disseminada por
toda a 4rea de plantio (INSTITUTO DE PLANEJAMENTO E ECONOMIA AGRICOLA DE
SANTA CATARINA, 1995). Essa doenca apresenta maior manifestacdo em anos mais secos e
quando as plantas apresentam desequilibrio nutricional (REIS, 2016). No sul do Brasil, a doenca
ocorre no final do ciclo, quando ha aumento de temperatura (CARVALHO, 2016).
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Esse fungo se adapta a climas temperados e tropicais, por causa da sua capacidade de
sobreviver em diferentes solos, temperaturas e pH variado (CARVALHO, 2016). Porém, suas
hifas s6 se desenvolvem quando a temperatura do solo esta alta, entre 24°C e 28°C de
temperatura, o qual ird sobreviver livremente no solo com o micélio dormente ou estroma em
restos culturais (REIS et al., 2016). Nesse cenario as hifas invadem os tecidos epidérmicos e
corticais das raizes das plantas, liberando enzimas que realizam a quebra desses tecidos
(DAIMIEL, 2020) (ALVES et al., 2016).

O principal dano na cultura do alho é a diminuig¢do do peso dos bulbos e seu didmetro
(MENDEZ et al. 2021). Ela pode se manifestar por todo ciclo da planta, mas é observada com
maior incidéncia em plantas adultas, quando esta proxima a colheita (REIS et al., 2016). O
principal sintoma é a raiz com coloracao rosada, essa cor € decorrente do pigmento micelial do
fungo presente na raiz infectada (Figura 2) (MARCUZZO; CARVALHO, 2020). Em seguida,
a sua coloracdo muda para parda e preta. Com o tempo, as raizes apodrecem e ficam escuras,
dificultando a identificacdo em campo. Quando a planta do alho esté infestada com o fungo,
desprendem facilmente do solo (WORDELL FILHO, 2006).

Figura 2- Alho sobre o ataque de Setophoma terrestris
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Fonte: Lucini (2022)

As plantas apresentam sintomas de déficit hidrico e as folhas tém aspecto amarelado,
murchas e podem secar. Quando afetadas apresentam nanismos e bulbos pequenos, que acabam
nédo sendo utilizadas para o mercado (REIS et al., 2016).

A podridao rosada apresenta sintomas parecidos com a podridao branca (DAIMIEL,
2020). Inicialmente parece sintoma de déficit hidrico, as raizes doentes murcham, tornam-se
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quebradicas e ocasionando a morte. Diferente da podridao branca, o patégeno da podridao
rosada ndo infecta a base dos bulbos, atacando somente as raizes, aumentando a chance de
infeccdes secundarias atraves de outros patdgenos (MARCUZZO; CARVALHO, 2020).

2.3 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS NO
CONTROLE BIOLOGICO

Os estudos atuais vém buscando alternativas de controle de doencas de plantas que
prejudiqguem menos 0 meio ambiente e os seres humanos, com objetivo de diminuir o uso de
defensivos agricolas. Outro motivo é a ineficiéncia de alguns agroquimicos a determinadas
doencgas, como a podriddo branca e rosada do alho (VIEIRA JUNIOR et al., 2013).

Nos dias atuais, com diversos estudos observa-se o potencial dos microrganismos que
apresentam desenvolvimento de mecanismos de defesa de plantas e a importancia de utilizar
produtos bioldgicos para protecdo de patdgenos e desenvolvimento das plantas. Segundo
Michereff (1993), o controle bioldgico de plantas € definido como a reducao da densidade de
indculo através de outros microrganismos. Com base nisso, tem-se buscado, através de
rizobactérias ou filoplano,no qual apresentam caracteristicas de inibir/controlar doencgas nas
plantas (VIEIRA JUNIOR et al., 2013).

Rizobactérias € o termo que caracteriza um grupo de microrganismos que tem
capacidade de colonizar o sistema radicular das plantas e a rizosfera, podendo ser simbiontes
ou saprofitos de vida livre (COELHO et al., 2007). A utilizacdo de rizobactérias como agentes
de controle bioldgico de fitopatdgenos e como promotoras de crescimento tem sido uma
alternativa (VIEIRA JUNIOR et al., 2013). Essas bactérias possuem diversos mecanismos,
como, fixacdo de nitrogénio, reguladores de crescimento, e inibem o crescimento de organismos
no solo, aderido as raizes ou livres no solo, por antibiose, competicdo por ferro, etc.
(ROMEIRO, 2005).

Varios géneros bacterianos s@o conhecidos pela capacidade de promover o crescimento
vegetal (KLOEPPER et al., 2004). Bacillus e Pseudomonas do grupo fluorescente sdo os mais
comuns e estudados, sendo utilizados como inoculantes e biofertilizantes (KLOEPPER et al.,
2004).

2.3.1 Bacillus no controle biolégico
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As bactérias do género Bacillus apresentam formato de bastonete, sdo moveis, podem
produzir 167 antibidticos, principalmente polipeptidios (KARTZ; DEMAIN, 1977). S&o
benéficas as plantas, por sobreviverem nos solos e possuirem a capacidade de formar
enddsporos resistentes em diferentes condicdes climaticas. Além disso, os Bacillus apresentam
variedade de mecanismos antagbnicos, assim podem sobreviver em habitats diferentes
(BRAGA JUNIOR et al., 2015). Segundo Dorighello (2017), apresentam potencialidade por
produzirem toxinas, e quando empregadas na producéo agricola, podem inibir microrganismos
que afetam a cultura de interesse.

Um dos mecanismos de acdo das bactérias do género Bacillus é a antibiose. A producao
de compostos antibiéticos é considerada 0 mecanismo mais importante na supressdo de
patégenos da rizosfera (MELO, 2021). Para usos praticos de rizobactérias promotoras de
crescimento na agricultura, os Bacillus, se destacam, pois, apresentam algumas vantagens
comparada a Pseudomonas, principalmente em producdo de inoculantes, além da formacao de
endosporos de resisténcia e maior capacidade de sobrevivéncia (MELO; AZEVEDO, 1998).

Os Bacillus tém capacidade de controlar doencas fungicas, sendo capaz de ser uma
ferramenta de controle de fitopatdgenos. Elas possuem a capacidade de aumentar a resisténcia
de plantas a diversos estresses ambientais e de escassez nutricional do solo (RADONS, 2016).
O controle bioldgico também possui vantagens por ser econdmico e permanente, pois uma vez
0s microrganismos controladores presentes no local e mostrando eficiéncia, basta ter praticas
agricolas que ndo os afetem (RADONS, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Microbiologia e na Casa de vegetagdo da
Universidade Federal de Santa Catarina, no Campus Curitibanos. Inserir o periodo do trabalho.

A colecdo de rizobactérias da Universidade Federal de Santa Catarina é preservada sob
os cuidados da Prof.2 Dra. Gloria Regina Botelho e fazem parte da colecdo de Bactérias do
Laboratdrio de Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas (LMPCP), e conta
atualmente com trés grupos de bactérias, sendo esses Bacillus, Pseudomonas do grupo
fluorescente e rizobios.

Os isolados do género Bacillus foram obtidos de solo e rizosfera da cultura do alho,
coletados na fazenda Dias, localizado em Curitibanos, a partir do desenvolvimento do trabalho
de conclusdo de curso da académica Mariane Rosa Ledncio (2015). Sao 27 isolados bacterianos
presente no estoque, sendo eles: EBO1, EB02, EB03, EB04, EB05, EB06, EBO7, EB08, EB09,
EB10, EB11, EB12, EB13, EB14, EB15, EB16, EB17, EB18, EB19, EB20, EB21, EB22,
EB23, EB24, EB25, EB26 e EB27.

3.1 REPICAGEM DE Sclerotium cepivorum E Setophoma terrestris

Primeiro passo foi realizar a repicagem do fungo S.cepivorum, causador da podridao
branca e S. terrestris causador da raiz rosada. A S. terrestris e S. cepivorum foi obtido do
estoque do LMPCP, no qual o S. cepivorum a Engenheira Agronoma Alice Rafaela Pereira
utilizou em seu trabalho de concluséo de curso.

A purificacdo dos fungos foi realizada em fluxo laminar em placas de Petri com meio
BDA (Batata, Dextrose, Agar). Os fungos foram depositados no centro das placas de meio BDA
que foram envoltas por filme plastico de Parafilm™ para evitar contaminacdo e incubados
durante 7 dias para S.terrestris e 3 dias para o S. cepivorum, a temperatura de 25 °C, com
fotoperiodo de 12 horas (Figura 3 e Figura 4).

Figura 3— Fungo Setophoma terrestris em placa com meio BDA crescido por 7 dias, a 25 °C
com fotoperiodo de 12 horas
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Fonte: A autora (2022)

Figura 4- Fungo Sclerotium cepivorum em placa com meio BDA, crescido por 3 dias, a 25 °C
com fotoperiodo de 12 horas

Fonte: A autora (2022)

3.2 TESTE DE ANTIBIOSE in vitro

Apos a purificacdo da S. terrestris, foi realizado o crescimento dos fungos em placa de
Petri contendo meio BDA. Depois foi adicionado um disco do crescimento do fungo no meio
das placas de Petri. O fungo foi incubado a 25 °C. Ap6s 48 horas da repicagem do fungo, as
bactérias género Bacillus, sendo elas a EBO1 até EB27, sendo inoculadas individualmente, em
tubos contendo 5 mL de meio LB (Luria Bertani) liquido, pH 7,0. Apds 24 horas a 27°C, 50uL
da suspensdo de cada isolado foram inoculados em quatros pontos das placas com o fungo.
Essas foram submetidas a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas (Figura 5).

Figura 5- Fluxograma ilustrativo do teste de antibiose in vitro com a Setophoma terrestris
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Teste de antibiose in vitro da Setophoma
terrestris
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Fonte: A autora (2022)

As avaliagdes foram realizadas a cada 24 horas por um periodo de quatro dias, em que
foi observada a presenca de halos de inibicdo. Para os isolados que apresentaram halo de
inibicdo ao fungo, foram realizadas as medic¢Ges dos halos de inibi¢do (mm), utilizando-se régua
milimetrada. Em seguida foi realizado o célculo de grau de inibicdo, conforme descrito por
Rodrigues (2019):

Gl = {[(Dtf — Dcf) / Dtf] / Hi]}

Em que:

Dtf = Diferenca entre o desenvolvimento do fungo na placa sem a presenca do controle
(bactéria);

Dcf=Diferenca entre o desenvolvimento do fungo na placa com a presenca do controle
(bactéria);

Hi = Halo de Inibicdo, descontando o tamanho da coldnia bacteriana.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi conduzido em DIC (Delineamento Inteiramente Casualizados) com
seis repeti¢cOes para cada isolado bacteriano. A ANOVA foi realizada através do software
RStudio e havendo significancia, as médias avaliadas pelo teste de Scott-knott em nivel de 5%.
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3.4 AVALIACAO DA ACAO DOS ISOLADOS in vivo

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo da Universidade Federal de Santa
Catarina, Campus de Curitibanos, utilizando isolados de Bacillus que obtiveram resultados
significativos na inibi¢do de crescimento do S. cepivorum in vitro, realizado pela Engenheira
Agronoma Sabrina Rodrigues, em 2019. Os isolados selecionados foram EBO1, EB15, EB17 e
EB21. Além dos quatros isolados bacterianos, para compor os outros tratamentos, foi utilizado
um produto comercial, composto por B. subtilis, um tratamento inoculado apenas com fungo
(sem inoculagao) e a testemunha (sem fungo e sem inoculagao bacteriana) nos vasos. Com cinco
repeticbes em cada tratamento.

O Produto comercial € um inoculante liquido, composto por endosporos da bactéria
Bacillus subtilis, o qual € recomendado para a cultura da alface (Lactuca sativa L.) Pode ser
aplicado via semente de 30 a 100 mL/ha ou via foliar de 300 a 900 mL/ha.

Primeiramente, foi necessario preparar os vasos do tipo Leonard, preenchendo com
vermiculita e areia na proporcdo 2:1. Esse substrato foi lavado todos os dias durante uma
semana, e secos, os vasos foram envolvidos e cobertos com jornal e esterilizados.

Cada vaso, exceto a testemunha, foi inoculado como S. cepivorum. Como in6culo do
fungo, trés béquer de 500 mL, contendo 80 g de arroz com 160 mL de agua destilada foram
cobertos com papel aluminio e levado para autoclave, para cozinhar e esterilizar. Ap6s o
resfriamento foram adicionadas trés aliquotas do crescimento fangico, oriundo de placas de
Petri com meio BDA, foram colocadas cada béquer que foram levados para BOD a 25°C com

fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias (Figura 6).

Figura 6- Preparacdo de indculo de S. cepivorum sobre o arroz, apés de 7 dias na BOD a 25°C

i —

Fonte: A autora (2022)
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3.4.1 Quantificacdo dos esclerodios de S. cepivorum

Depois de 7 dias S. cepivorum, foi retirado uma aliquota de aproximadamente 25 gramas
de cada béquer e foram transferidas para um béquer autoclavado, sendo as amostras misturadas.
Para quantificar os esclerddios foi retirado uma aliquota dessa mistura de aproximadamente 3
gramas, e adicionados 30 mL de agua destilada esterilizada, realizando-se diluigéo de 1:10. Um
mL desta suspensdo foi colocado em camara de Neubauer, e levado ao microscopio em lente
de 400x, realizando-se a contagem dos esclerddios em quatro cantos da cdmara, no quadrante
A. Foram realizadas 4 repeticdes e a média calculada, totalizando 25 esclerddios/mL.

Em seguida, foi calculado o numero de esclerédios em um grama de indculo.
Considerando que em 1mL havia 25 esclerédios, em 30 mL (volume inicial) haveria 750
esclerodios. Nesses 30 mL, foram diluidos 3g do ino6culo, portanto, em torno de 250
esclerodios/g de indculo (Figura 7).

Cada vaso do tipo Leonard recebeu 1g de indculo (250 esclerddios/g), com excecao da

testemunha.

Figura 7 — Aliquotas de 1 g do indéculo de Sclerotium cepivorum crescido no arroz

Fonte: A autora (2022)

A distribuicdo dos indculos nos vasos esterilizados foi realizada em casa de vegetag&o,
com o auxilio de um bastéo de vidro esterilizado, foi realizado um buraco no substrato do vaso,
no qual o fungo foi inoculado (Figura 8). Os vasos foram cobertos deixado na casa de vegetacao
a uma temperatura de 18°C aproximadamente, por cinco dias, para estabelecimento do fungo.
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Figura 8 — Inoculacéo dos vasos com Sclerotium cepivorum
R ' ; B ,
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(a)Vaso ja inoculado com fungo; (b) Preparacédo da cavidade com auxilio de um bastéo de vidro esterilizado para
adiclo de S. cepivorum.
Fonte: A autora (2022)

3.4.2 Variedade Chonan

A variedade do alho utilizada para o experimento foi a Chonan que possui ciclo de 160
dias. Os bulbilhos utilizados foram de classe 3 que possuiam aproximadamente 4 g cada
bulbilho (MAZZUCO, 2020), cedido pelo produtor Everson. Em maio foi realizada a
vernalizagdo a 4°C, por aproximadamente 30 dias. Os bulbilhos utilizados no experimento ndo

passaram por nenhum tratamento convencional antes da inocula¢do da semente.

3.4.3 Desinfestacao dos bulbilhos

As sementes foram imersas em alcool 92 GL por 2 minutos, em seguida, foram imersas
em hipoclorito de sodio (NaOCI) a 3%, por um minuto e meio e depois foi realizado dez
lavagens em &gua destilada esterilizada (CALAZANS et al., 2010). As sementes foram secadas
em fluxo laminar, por 45 minutos.

3.4.4 Preparo dos indculos com os isolados de Bacillus spp.

Para realizar o preparo dos inéculos foram preparados 100 ml de meio LB (Luria
Bertani) liquido para cada béquer. Foram necessarios cinco frascos, um para cada tratamento
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(EBO1, EB15, EB17, EB21 e o tratamento sem inoculagdo), esterilizados. Em seguida, foi

realizada a repicagem dos isolados levados a estufa a 28°C por 24 horas (Figura 9).

Figura 9 — In6culos bacterianos e testemunha respectivo a cada tratamento
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Fonte: A autora (2022)

Apdbs esse periodo, a desinfestacdo das sementes de alho da variedade Chonan foi

procedida como descrito em 3.4.3, em um fluxo laminar foram adicionadas 14 sementes de alho

em cada tratamento, imersas por 30 minutos (Figura 10). Em seguida, com auxilio de uma

pinca, foram retiradas as sementes da suspenséo e colocadas em placas de Petri, por 45 minutos,

até a secagem.

Para o tratamento com o produto comercial a base de B. subtilis foi realizado o mesmo

procedimento descrito acima.

Figura 10 — Bulbilhos inoculados Bulbilhos inoculados durante 30 minutos em fluxo laminar

Fonte: A autora (2022)

3.4.5 Plantio
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O plantio foi realizado dia 09 de junho de 2022, na casa de vegetagdo da UFSC em
Curitibanos. Cada vaso recebeu 2 bulbilhos (Figura 11), referente a cada tratamento.

Figu[a 11 - Bulbilhos plantados em vasos Leonard

oy [ T e

(a) Plantio do bulbilho nos vasos com auxilio de uma pinga (b) Presenca dos micélios e esclerodios do
Sclerotium cepivorum na superficie do substrato
Fonte: A autora (2022)

As plantas receberam agua destilada esterilizada, durante 30 dias ap0s a semeadura,
adicionada na parte inferior do vaso. Depois desse periodo, as plantas passaram a receber a
solucdo de Hoagland (HOAGLAND & HARNON, 1950) diluida pela metade. Para o
nitrogénio, utilizou-se 75% da concentracdo de nitrato de potassio.

3.4.6 Quantificacdo do numero UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) /mL dos

isolados bacterianos

Apbs a retirada dos bulbilhos, as suspensdes que sobraram nos frascos foram utilizadas
para quantificar a UFC de cada tratamento (EBO1, EB15, EB17, EB21 e o sem inoculagdo
bacteriana), através de diluicdo seriada.

Realizou-se a diluicdo seriada em tubos com solucdo salina, adicionando 1 mL da
suspensdo da inoculacdo das sementes do alho no tubo com solugdo. A diluicao foi realizada
até a 10°.

Depois, foi preparado placas com meio BDA, adicionado 100 pL da diluicdo em cada
placa e espalhado com auxilio de uma alca Drigalski. As placas inoculadas foram levadas a
estufa a 27°C por 60 horas. Foi realizada a contagem das Unidades Formadoras de Col6nia
(UFC) através da média das trés repetigdes.
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3.4.7 Desbaste

Com 18 dias, ap0s a semeadura, foi retirada uma planta, deixando apenas uma por vaso
(Figura 12). As plantas retiradas foram acondicionadas em um saco plastico e autoclavadas para

ndo disseminar o S. cepivorum.

Figura 12- Plantas de alho com 18 dias ap6s a semeadura

- % b

(a) Duas plantas de alho por vaso; (b) Planta de alho ap6s a retirada do vaso; (¢) Vaso Leonard com uma planta
de alho apds o desbaste
Fonte: A autora (2022)

3.4.8 Reinoculagao dos tratamentos

A primeira reinoculacdo foi realizada com 21 DAS (dias ap0s a semeadura), pois as
plantas comegaram a apresentar os sintomas da podriddo branca. Depois foi realizada aos 60
DAS e a tltima com 90 DAS.

O indculo foi preparado em cinco frascos contendo 100 mL de meio LB liquido,
repicado os isolados bacterianos (EB01, EB15, EB17, EB21) e levado a estufa bacteriana a
27°C por 24 horas.

A reinoculacdo na planta foi feita com auxilio de uma pipeta volumétrica, no qual
adicionou-se 10 mL da suspensdo bacteriana referente ao tratamento, ja crescida, previamente,
por 24 horas, sendo adicionados proximo a planta (Figura 13). O tratamento sem inoculacéo
bacteriana recebeu 10 mL de meio LB.

Figura 13 — Reinoculacdo dos tratamentos com 90 dias ap6s a semeadura com auxilio de uma
pipeta volumétrica
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Fonte: A autora (2022)

3.5 PARAMETROS AVALIADOS
3.5.1 Protecéo da planta ao Sclerotium cepivorum

A avaliacdo foi realizada a partir da incidéncia da doenca, no qual foram observadas
semanalmente as plantas, se apresentava ou ndo 0s sintomas da doenca e a presenca de

esclerodios no solo.

3.5.2 Numero de folhas verdes e folhas secas

A avaliacéo foi realizada através da contagem das folhas verdes e secas no ultimo dia

do experimento, com 120 DAS.

3.5.3 Altura das plantas

A avaliacdo foi realizada com uma trena métrica (cm), em periodos diferentes de
desenvolvimento, sendo esses: 60, 90 e 120 DAS (dias ap06s a semeadura).

3.5.4 Massa Umida e seca da parte aérea

A massa Umida das folhas é efetuada pela pesagem, utilizando uma balanca de preciséo.

No qual foram pesadas todas as folhas presentes na parte aérea.
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Ap0s a pesagem, sera realizada a secagem em estufa com ventilagdo forgcada a 50°C por
seis dias, com as folhas acondicionadas em sacos de papel kraft. Apos, foi realizada a pesagem

para determinar a massa seca (g) em uma balanca de precisao.

3.5.5 Massas Umida e seca de bulbos

A avaliacdo de massa umida (g) e seca dos bulbos, foi realizada a pesagem do bulbo
umido, utilizando uma balanca eletrénica de precisdo. Apos a pesagem, foi realizada a secagem
em uma estufa com ventilacdo forgada a 50°C por 8 dias, com os bulbos acondicionados em
sacos de papel kraft. Apos oito dias, foi realizada a pesagem para determinar a massa seca (g)

dos mesmos em uma balanca de precisdo.

3.5.6 Massa umida e seca das raizes

Essa avaliacdo de massa Umida (g) das raizes, foi realizada a pesagem, em uma balanca
eletronica de precisdo. Apos a pesagem, foi realizada a secagem em uma estufa com ventilacédo
forgada a 50°C, durante cinco dias, com as raizes acondicionadas em sacos de papel kraft.
Quando secas, foram realizadas as pesagens para determinar a massa seca (g) em uma balanca

de preciséo.



34

4.RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 INIBICAO AO Setophoma terrestris in vitro

O resultado do teste de antibiose qualitativa mostrou que nove dos 27 isolados
bacterianos (33,33%) apresentaram inibicdo ao crescimento da Setophoma terrestris in vitro
(Figura 14), sendo: EBO1, EB02, EB03, EB08, EB09, EB13, EB18, EB19 e EB24.

A analise quantitativa pelo grau de inibicdo (GI) revelou diferenca estatistica entre 0s
isolados, mas ndo houve diferenca nos tamanhos dos halos daqueles que apresentaram grau de
inibicdo ao patégeno (Tabela 1).

Tabela 1- Inibicdo ao fungo Setophoma terrestris in vitro por isolados de Bacillus spp.

Isolados  Setophoma

Terrestris

Gl (%)
EBO1 16,05 a
EB02 22,75 a
EBO3 1591 a
EB04 0,00 b
EBO5 0,00 b
EBO6 0,00 b
EBO7 0,00 b
EBO8 21,51 a
EBO9 22,92 a
EB10 0,00 b
EB11 0,00 b
EB12 0,00 b
EB13 23,8l a
EB14 0,00 b
EB15 0,00 b
EB16 0,00 b
EB17 0,00 b
EB18 21,85a
EB19 30,48 a
EB20 0,00 b
EB21 0,00 b
EB22 0,00 b
EB23 0,00 b
EB24 21,19 a
EB25 0,00 b
EB26 0,00 b
EB27 0,00 b

Controle 0,00b

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
Notas: Gl: Grau de inibicdo

CV(%): 57,76
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Teste de média: Scott-Knott. Valores seguidos de letras iguais na coluna ndo se diferem estatisticamente

Figura 14- Inibigdo in vitro de Setophoma terrestris por Bacillus spp.
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Fonte: A autora (2022)

Observou-se que o isolado EB19 mostrou o maior GI com 30,48% e EBO1 e 0 EB03, os
menores Gl, com 16,05 % e 15,91%, respectivamente (Tabela 1).

O trabalho do Albarracin Orio et al. (2016) mostrou que isolados de Bacillus subtilis
da rizosfera de cebola em Bahia Blanca (Argentina), apresentaram potencial de inibir
significativamente, o crescimento de Setophoma terrestris in vitro. A cepa ALBAO1 de B.
subtilis, quando crescida no meio com o fungo S. terrestris, apresentou mecanismos que inibem
o fungo. Os autores ndo realizaram a quantificacdo dessa inibicdo. Porém, observaram trés
familias de lipopeptideos de Bacillus presente no isolado bacteriano, sendo essas: surfactinas,
iturinas e fengycin. Esses lipopetideos, em diversos estudos, apresentam atividade antagdnica
a varios fitopatégenos, incluindo fungos.

Segundo Sayago et al. (2020) que compararam Bacillus subtilis para o controle da
Setophoma terrestris in vivo, as plantas de cebolas infestadas que foram inoculadas com o
Bacillus spp. apresentaram danos menores que a testemunha e nivel de controle de 57,42%,
além de ter sido observada diferenca significativa no comprimento das raizes, sendo maiores
gue os tratamentos sem S. terrestris e sem Bacillus subtilis. Isto significou que o isolado pode
ser utilizado como um agente de biocontrole eficiente para S. terrestris.

A maioria dos trabalhos sobre controle bioldgico de S. terrestris, demonstrou também,
a utilizacdo de Trichoderma spp. como um agente com potencial inibitorio. Observou-se, no
trabalho do Heinz et al. (2016), o controle de Setophoma spp. por isolados de Trichoderma spp
e obteve-se valores de indice de controle entre 37,68 e 44,79%. Em associa¢do com Bacillus,
Maciel (2014) verificou que isolado de Trichoderma spp. e isolado UFV3918 B. subtilis foram
eficientes no controle in vitro de Fusarium sambucinum e no teste in vivo em pinus, o isolado
UFV3918 inibiu 18% do patdgeno.
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Entretanto, Carvalho (2016) realizou testes com produto comercial de Trichordema spp.
e um mix composto de T. harzianum, T. viride, Trichoderma sp., Clonostachys rosea, Bacillus
subtilis, Paenibacillus lentimorbus no controle de Setophoma terrestris na cultura da cebolinha
verde e ndo apresentou efetividade no controle da doenca ou na promogéo de crescimento da
planta.

Observou-se também que houve cincos isolados da colecdo de Bacillus que
apresentaram controle tanto de S. terrestris, quanto de S. cepivorum descrito no trabalho de
Rodrigues (2019). Esses isolados e seus respectivos grau de inibigéo para o S. cepivorum foram:
EBO1 (12,72%), EB13 (12,96%), EB18 (27,44%), EB19 (16,54%) e EB24 (19,11%).
Necessario realizar testes in vivo para verificar se esses isolados controlam o patdgeno na
presenca da planta do alho, e como se comportam em ambiente controlado e em campo, pois
foi realizado somente teste in vitro.

No teste de antibiose in vitro a Setophoma terrestris e Sclerotium cepivorum, utilizou-
se um produto comercial (B. subtilis). Observa-se na Figura 15 que o produto ndo apresentou
potencial de inibir os fungos. Em diversos artigos Bacillus subtilis é apresentado como inibidor
da S. terrestris e S. cepivorum (ALBARRACIN ORIO et al., 2016) (SAYAGO et al.,2020)
(RODRIGUES, 2020) (FUGA; LOPES; VIEIRA, 2012). Uma hipétese para inatividade da
cepa seria que ndo apresenta mecanismos capazes de inibir esses patdgenos. S0 necessarios

mais estudos testando o produto comercial.

Figura 15- Teste de antibiose com o produto comercial a base de Bacillus subtilis em
Setophoma terrestris e Sclerotium cepivorum

Fonte: A autora (2022)
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4.2 AVALIACAO DO EFEITO DOS ISOLADOS in vivo CONTRA S. cepivorum

4.2.1 Numeros de UFC nos in6culos dos isolados

Na Tabela 2 constam os resultados referentes a quantificacdo de UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias) /mL dos indculos. Observou-se uma semelhanca entre os valores das
UFC de cada tratamento, comparando os isolados do LMPCP. O isolado EB17 apresentou
quantidade maior de UFC, com 1,1 x 10’. Entretanto, comparando-se todos os tratamentos, 0
produto comercial continha o maior nimero de UFC/mL, com 1,0 x 108. O valor de UFC/mL

do produto comercial foi retirado da prépria bula do produto.

Tabela 2- Quantificacdo de UFC dos isolados nos indculos

Tratamentos UFC/mL
Sem inoculagio 3,5x10°
EBO1 3,2 x 107

EB15 3,4 x 108

EB17 1,1 x 10/

EB21 3,5x 106
Produto comercial 1,0 x 108

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

Outro ponto que deve ser levado em consideracao, € o numero de UFC/mL presente no
tratamento sem inoculacdo. Possivelmente, sdo bactérias presentes no bulbilho de alho, que ndo
foram retiradas pela desinfestacdo e que foram estimulados pelo meio LB (Luria Bertani)
liquido.

Lodewycky et al. (2002) destacaram que géneros, como Bacillus e Pseudomonas,
podem ser microrganismos endofiticos, comuns em varias espécies vegetais. No trabalho de
Harthmann et al. (2009), os autores destacaram que as rizobactérias podem estar presentes nas
mudas de cebola (internamente ou externamente), pois essas bactérias mostram potencial de
colonizar os tecidos da planta, sendo capaz de sintetizar hormonios de crescimento ou estimular
a sintese desses compostos, pois no experimento coletaram rizobactérias presente nas cebolas

para testar no desenvolvimento da planta e na producéo de bulbo.

4.2.2 Protecdo da planta de alho ao Sclerotium cepivorum



38

4.2.2.1 Antes dos 30 DAS

No desbaste foi possivel observar a presenca do fungo nas raizes de algumas plantas
(Figura 16) e alguns dias depois iniciaram o0s sintomas de podriddo branca (Figura 17).
Observou-se que duas plantas apresentaram presenca do fungo S. cepivorum em suas raizes,
T3R6 e T6R3 (tratamentos EB15 e produto comercial).

Figura 16 - Raizes com presenca do Sclerotium cepivorum identificado no deshaste

Fonte: A autora (2022)

As plantas foram reinoculadas com o0s respectivos tratamentos, ap6s observar

manifestacdo do patdgeno S. cepivorum, que se identificou atraves do amarelecimento foliar
(figura 17).

Figura 17- Plantas de alho com sintomas de podriddo branca (amarelecimento foliar)

»

| Fonte: A autora (222) '



39

4.2.2.2 Depois de 30 DAS

Depois de 30 dias ap6s a semeadura, ndo se observou mais a manifestacdo da doenca
nas plantas de alho. Algumas possibilidades sdo referentes a quantidade insuficiente de inéculo
e a dificuldade da colonizacdo do fungo nas raizes. Na literatura, encontram-se outras
metodologias, sendo uma dessas, utilizada por Valadares-Inglis et al. (2018), na qual utilizou-
se discos de meio (5mm), contendo estruturas de S. cepivorum. A metodologia utilizando arroz,
pode ndo ter possibilitado o desenvolvimento adequado do fungo.

Outra possibilidade para se observar os sintomas apenas nos 30 DAS, é que o sistema
de vaso Leonard pode ter limitado o crescimento do fungo, pois a quantidade de substrato
presente nos vasos é de aproximadamente 400 gramas. Como o fungo ataca as raizes da planta,
a doenga comecou a se manifestar quando a raiz estava presente no vaso na parte com substrato.
Com o tempo, as raizes alcangam a parte inferior do vaso (Figura 18). A &gua disponivel para
a planta fica nessa parte, pois se trata de um sistema hidroponico, no qual a raiz, depois de
desenvolvida, fica em contato direto com a dgua, impedindo o contato com o fungo.

Figura 18- llustracdo do sistema de vasos Leonard

Vasos de Leonard ubs

Fonte: Brito et al. (2016)

Na literatura, ndo ha casos semelhantes. Os vasos Leonard sdo usados para teste em
leguminosas de FBN (fixacdo bioldgica de nitrogénio), em que se evita contaminantes, pois o
sistema é esterilizado avalia-se as plantas com 50 a 60 dias apds a semeadura,
aproximadamente, quando ocorre o florescimento (SANTOS et al., 2009). No experimento com
o alho, a intencéo era avaliar o efeito dos isolados na protecédo a S. cepivorum, até 60 dias apds
a semeadura. Entretanto, foi necessario prolongar o periodo de avaliacdo, com intuito do
patogeno se manifestar na planta. Porem, houve dificuldade da acdo do fungo na planta,
consequentemente, para a analise dos isolados bacterianos.

Esse sistema de vaso Leonard, ndo se mostrou adequado para testar o potencial dos
isolados bacterianos em inibir o fungo S. cepivorum, causador da podridao branca no alho, pois
esse sO se manifestou nos primeiros 30 DAS, ndo sendo suficiente para avaliar o efeito dos

isolados.
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No trabalho de Pereira (2021), realizaram-se dois experimentos: em um, utilizou-se
vasos tradicionais com solos inoculados com esclerddios do fungo S. cepivorum; no segundo
experimento, utilizou-se vasos com solos de uma lavoura de alho ja infectado com o patdgeno.
Observou-se que a podridao branca se manifestou nesse tipo de sistema. Entdo, uma sugestéo,
é realizar testes com sistema que apresente caracteristicas semelhantes ao campo, e também

utilizar discos de meio de cultivo com microesclerédios.

4.2.3 Numero de folhas verdes e secas em plantas de alho com 120 dias

N&o foi verificado o efeito da protecdo dos isolados as plantas frente ao S. cepivorum.
Porém, foi possivel observar a acdo de estimulo ao crescimento vegetal pela inoculacdo das
bactérias, nos parametros avaliados.
A quantidade de folhas verdes e folhas secas ndo apresentou diferenca significativa entre
os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3- Quantidade de folhas verdes e folhas mortas em cada tratamento com 120 dias apds

0 plantio
Tratamentos NUmero de NUmero de
Folhas verdes Folhas secas

Sem inoculacao 8,8a 4,6 a
EBO1 8,4 a 40a
EB15 90a 4.8a
EB17 90a 4,4 a
EB21 8,4a 4.6a
Produto comercial 8,0a 54a
Testemunha 7.8a 46 a
CV(%) 6,1 12,11

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
Cv: Coeficiente de variacdo

Teste de média: Scott- Knott. Valores seguidos de letras iguais na coluna ndo se diferem estatisticamente

Observou-se que ao realizar a comparagao entre os tratamentos, mesmo ndo havendo
diferenga significativa, os isolados EB15 e EB17 apresentaram maior numero de folhas verdes.
Com relagdo ao nimero de folhas secas, o isolado EBO1 foi o que menos apresentou folhas
secas.

Ainda, foi possivel observar que o tratamento que apresentou mais folhas secas foi o
produto comercial e com menos folhas verdes, junto com a testemunha. Apesar de ndo haver
diferenga significativa entre os tratamentos, sugere-se que as rizobactérias auxiliaram no

desenvolvimento da planta, pois apresentaram as maiores médias.
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As folhas tém como objetivo captar a luz e realizar trocas gasosas para ocorrer a
fotossintese da planta, e também séo responsaveis pela assimilacdo de nutrientes (ROSA, 2015).
Segundo Araujo (2008), os testes com Bacillus subtillis realizado em soja e algodao obtiveram
resultados positivos no desenvolvimento das plantas, logo apresenta um aumento no nimero de
folhas, além de observar um aumento significativo do teor de nitrogénio nas folhas do milho
inoculado com a bactéria. O trabalho do Zhang et al. (2008), também mostrou que o isolado
GBO03 de Bacillus subtilis resultou em maior eficiéncia fotossintética na planta de Arabidopsis,
pois aumentou o contetdo de clorofilas, o que auxilia no aumento de energia na planta e ajuda
a assimilar mais nutrientes.

Em outro trabalho, os autores mostraram relatos positivos com a utilizacéo de Bacillus
spp. em mudas de tomateiro (SZILAGYI-ZECCHIN et al., 2015). Observaram aumento no
desenvolvimento vegetativo de 47,7 % das plantas inoculadas com isolados em relacdo a
testemunha. Esse resultado foi vinculado ao alongamento celular promovido por auxinas, que
também, agem no crescimento de raizes. Isso indicou que as rizobactérias promovem o

desenvolvimento da planta, quando inoculadas nas sementes/plantas.

4.2.4 Efeito dos isolados nas alturas de plantas

Para altura de plantas, observou-se diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela
4), em que houve a formagéo de dois grupos: primeiro, com os tratamentos: EBO1, EB15, EB17,
EB21 e sem inoculacdo e o segundo, com produto comercial e testemunha. Houve
agrupamentos em todos os periodos avaliados: 60 DAS, 90 DAS e 120 DAS.

Tabela 4- Altura (cm) de plantas de alho em diferentes periodos (60, 90 e 120 DAS)

Tratamentos 60 DAS 90 DAS 120 DAS
Sem inoculacgéo 47,00 a 63,54 a 76,72 a
EBO1 47,12 a 67,80 a 82,34 a
EB15 47,78 a 67,58 a 82,50 a
EB17 44,82 a 61,92 a 79,56 a
EB21 45,70 a 67,14 a 83,88 a
Produto comercial 42,70 b 54,88 b 69,02 b
Testemunha 385hb 57,40 b 7158Db

CV(%) 7,23 7,12 7,13

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
Cv: Coeficiente de variacdo
Teste de média: Scott- Knott
Valores seguidos de letras iguais na coluna néo se diferem estatisticamente
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Observou-se que para o periodo de 60 DAS, os tratamentos que apresentaram as maiores
médias de alturas foram com inoculag&o dos isolados EB15 com 47,78 cm e EBO1 com 47,12
cm, no qual apresentou um incremento de aproximadamente 19%, quando comparado a
testemunha. No periodo de 90 DAS, o tratamento que apresentou a maior média foi o isolado
EBO1 com 67,80 cm, com incremento de 15,34%, quando comparado a testemunha e 0 EB15
com 67,58 cm com incremento de aproximadamente 15%. Observou-se que no periodo de 120
DAS, o tratamento que apresentou a maior média de altura foi inoculado com o isolado EB21
com 83,88 cm e um incremento de 14,66 % a mais que a testemunha e 17,71% com o produto
comercial. O produto comercial e testemunha foram os tratamentos com menores medias de
alturas. Entretanto, a testemunha apresentou 2,5 cm de altura a mais que o produto comercial.

No trabalho de Chagas Junior et al. (2021) foi realizado um experimento com soja, em
gue houve quatro tratamentos utilizando doses diferentes de inoculante a base de Bacillus spp.,
sendo as seguintes dosagens: 100, 200, 300 e 400 mL de inoculante para 50 kg de sementes de
soja, com uma concentracio de 1x10® UFC mL, mais uma testemunha sem inoculagio.
Observaram-se que aos 30 DAS, as doses de 200 mL apresentaram um incremento de 15% na
altura da planta e a dose de 300 mL apresentou um aumento de 9% quando comparado com a
testemunha. Na avaliacdo com 45 DAS, o que se destacou foi a dose de 100 mL, pois apresentou
incremento de 20% quando comparado a testemunha. Diaz (2018) também observou diferenca
na altura da planta de algod&o, quando inoculada com rizobactéria, no qual o isolado 248 de B.
subtilis obteve altura de 35,44 cm de altura, com incremento de 21,36%, comparado com a
testemunha aos 60 dias ap6s a emergéncia das plantas.

Ahmad et al. (2019) mostraram que o Bacillus aryabhattai S10 e Bacillus subtilis
ZM63 apresentaram potencial de crescimento da planta de milho e feijdo. A associacdo das
duas bactérias apresentou a maior altura no feijdo, com 29,9 cm, com um acréscimo de 38,13%,
comparado com o controle. Para o milho, a associacdo de Bacillus aryabhattai S10 + Bacillus
subtilis ZM63 também apresentou a maior altura, com 120,4 cm com incremento de 23 %,
quando comparado com o controle.

O trabalho de Araujo et al. (2005) mostrou que a promocao de crescimento das plantas
por rizobactérias esta relacionada com a producdo de horménio, como giberelina, auxina, &cido
abscisico nos testes realizados pelos autores com Bacillus subtilis oriundos de solo com o
cultivo da soja, no controle de doengas fungicas e desenvolvimento das sementes. Observaram
fitohormonios AIA (acido Indol Acético) e ABA (acido abscisico) nas cepas AP-3 e PRBS-1

de Bacillus subtilis.
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O trabalho realizado por Rodrigues (2019), mostrou que os isolados bacterianos
utilizados no experimento (EB01, EB15, EB17, EB21) produziram AlA (Acido Indol Acético),
que € um hormonio da classe das auxinas. O isolado bacteriano EB15 foi um dos que mais
produziu AIA, com 34,28 ug/mL. Com isso, uma hipdtese que pode ser levada em
consideracao, é de que as bactérias EBO1, EB15, EB17 e EB21 produziram AlA, o que pode

ter desencadeado maior crescimento das plantas, quando comparado com a testemunha.

4.2.5 Efeito de isolados de Bacillus spp. na parte aérea

As massas Umida e seca apresentaram diferenca significativa entre os isolados
bacterianos e os demais tratamentos (Tabela 5). Para a massa seca, formaram-se dois grupos:
um grupo, com os tratamentos sem inoculacdo, EBO1, EB15, EB17 e EB21, e outro grupo, com
0 produto comercial e a testemunha.

Observou-se que para massa Umida, formaram dois grupos a mais, em que o EB15 e
EB21 apresentaram superioridade aos demais, havendo incremento significativo no peso da
parte aérea. Comparando-se o valor de massa umida dos tratamentos EB15 e EB21 com o
produto comercial, esses apresentaram incremento de 41,42%, e 39,78%, respectivamente. Em

comparacao a testemunha, EB15 aumentou 26,85% e EB21, 24,8%.

Tabela 5- Efeito dos tratamentos nas massas Umida e seca da parte aérea

Tratamentos Massa Umida (g) Massa Seca (Q)

Sem inoculacgéo 53,47 b 1241 a

EBO1 53,93b 14,11 a

EB15 61,68 a 16,50 a

EB17 55,33 b 16,01 a

EB21 60,00 a 16,26 a
Produto comercial 36,13d 7,10 b
Testemunha 4512 ¢ 9,06 b
CV(%) 10,49 19,57

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
Cv: Coeficiente de variacdo

Teste de média: Scott- Knott
Valores seguidos de letras iguais na coluna néo se diferem estatisticamente

Com relagdo a massa seca, ndo houve diferenca significativa entres os isolados
bacterianos, mas 0s que apresentaram as maiores médias foram EB15, EB17 e EB21, com uma
média de 16,0 gramas, aproximadamente. Com relacdo ao produto comercial, os tratamentos
citados incrementaram 56,25% aproximadamente, e o tratamento sem inoculacdo, apresentou

43,40% de incremento. Mesmo com dificuldade de observar o efeito da protecédo dos isolados
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ao S. cepivorum, observou-se agdes de estimulo ao crescimento vegetal pela inoculagdo dos
isolados bacterianos. O trabalho dos autores Mazzuchelli, Sossai e Araujo (2014) mostrou a
utilizacdo de Bacillus subtilis e Azospirillum brasilense no crescimento e na producdo de milho.
Observou-se um incremento de 15% no desenvolvimento da massa Umida da parte aérea no
tratamento com Bacillus. Na Tabela 5, observou-se que o tratamento EB15 obteve incremento
de 26,85% de massa Umida da parte aérea, quando comparado com a testemunha. Segundo
Raach, Bonaldo e Oliveira (2013), em seu estudo com miniestacas de eucalipto em que testaram
rizobacteria Bacillus subtilis como uma alternativa viavel para otimizar o desenvolvimento e a
producdo das florestas. Observaram que na parte aérea, houve incrementos de 45,1%, quando
comparado a testemunha. Os resultados indicaram o potencial de uso da rizobactéria Bacillus
subtilis para incrementar a producéo de mudas de eucalipto em viveiro.

O trabalho de Matsumura et al. (2016) utilizou trés formulados (liquido, po, pastilha
efervescente) de Bacillus amyloliquefaciens ICBB200 sobre o crescimento de plantas de alface
em cinco condicOes diferentes e observaram que a bactéria promoveu o crescimento de parte
aérea das plantas, em qualquer formulacdo, em todas as condi¢cdes edafoclimaticas testadas.
Silva (2001) testou Bacillus spp. na promocéo do desenvolvimento de Phalaenopsis spp. Os
resultados indicaram que na primeira avaliagdo houve incremento 146,76% na massa fresca de
parte aérea quando comparado com a testemunha nos tratamentos com Bacillus spp. e Bacillus
spp. associados a adubacdo quimica, respectivamente. Na segunda avaliacéo, os isolados néo
diferiram da testemunha em nenhuma das avaliacdes realizadas. Na terceira avaliacdo, a
associacdo com Bacillus spp. aumentou 72,41% na largura da folha e 80,34% de area foliar
com relagéo a testemunha (SILVA, 2021).

Como discutido anteriormente, as rizobactérias auxiliam no desenvolvimento da planta,
logo influenciam na massa de parte aérea da planta. Na tabela 2, observou-se a quantificacéo
das células bacterianas de cada tratamento, no quais sao rizobactérias presentes na semente de
alho e os isolados do género de Bacillus spp, os isolados bacterianos no trabalho da Rodrigues
(2019) mostrou que apresentam producdo de AlA. Esse resultado, assim como o anterior, em
relacdo a altura da planta, é um efeito de estimulo ao crescimento do vegetal, podendo estar
relacionada com a producdo de AlA, sendo necessario aprofundar os estudos.

A parte aerea das plantas é fundamental para o potencial em campo e a qualidade de
producdo, porque € através das folhas que é realizada a absorcdo da luz solar para ocorrer a
fotossintese da planta. Quando a parte aérea da planta é afetada, influencia também a particdo
de assimilados entre essa e o0 bulbo em formacéo, influenciando a produtividade, a classe que o
bulbo vai ser produzido (LOPES, 2014).
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4.2.6 Massa Umida e seca da raiz

A Tabela 6 mostra os valores de massas Umida e seca das raizes das plantas de alho. O
sistema radicular ficou limitado, pois as plantas se desenvolveram e havia pouco espaco
disponivel. Porém, foi possivel observar diferencas estatisticas entre os tratamentos. Observou-
se dois grupos: o grupo um, formado pelos isolados bacterianos EBO1, EB15, EB17, EB21 e 0

tratamento sem inoculacdo e o grupo dois, com produto comercial e testemunha.

Tabela 6- Massas Umida e seca de raizes de alho

Tratamentos Massa Umida(g)  Massa Seca ()
Sem inoculagéo 39,12 a 4,80 a
EBO1 41,62 a 51la
EB15 37,44 a 5,09a
EB17 42,08 a 4,71 a
EB21 40,02 a 4,33 a
Produto comercial 19,13 b 1,63 b
Testemunha 31,54 b 3,08 b
CV(%) 16,70 27,34

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
Cv: Coeficiente de variagédo

Teste de média: Scott- Knott
Valores seguidos de letras iguais na coluna néo se diferem estatisticamente

O tratamento com a maior média foi o EB17 com 42,08 g para a massa Umida da raiz,
no qual apresentou um incremento de 25% quando comparado a testemunha, e 54,53% quando
comparado com o produto comercial.

O tratamento com a maior média foi 0 EBO1 e EB15 com 5,11 e 5,09 g, para massa seca
da raiz, apresentaram 41,18% de incremento quando comparado com a testemunha e 68,03%
guando comparado com o produto comercial. O produto comercial apresentou a menor média
de massa seca da raiz com 1,63 g.

No trabalho de Chagas (2017), observou-se que a massa seca da raiz de milho houve
diferenga significativa aos 40 dias apds a emergéncia no tratamento utilizando Bacillus, no qual
apresentou 3,73 g de massa seca e o tratamento com Trichoderma que apresentou 3,74 g de
massa seca. Os dois tratamentos tanto Bacillus quanto Trichoderma apresentaram um
incremento de 24,59% aproximadamente, quando comparado com a testemunha. O mesmo
autor, realizou testes com o feijéo caupi, nas avaliagdes de 20 DAE e 40 DAE, os tratamentos

com as inoculagBes de Trichoderma e Bacillus foram superiores a testemunha. Quando
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associados apresentaram incremento de aproximadamente 60%, comparando com a testemunha
nas duas avaliagdes.

May et al. (2019) utilizaram Bacillus aryabhattai em mudas pré-brotadas de cana-de-
acucar, em diferentes frequéncias de irrigacdo e observaram que a cultivar IAC 911099 mostrou
resposta maior a inoculagdo com Bacillus aryabhattai na formag&o das mudas pré-brotadas. A
outra cultivar, RB 855156 né&o obteve aumento na massa seca da raiz, quando inoculada com a
bactéria aos 21 dias. Porém, aos 60 dias, as mudas inoculadas apresentaram maior
desenvolvimento das raizes, mostrando que houve influéncia da bactéria no sistema radicular
sobre condicOes de estresse hidrico severo da cana-de-agUcar.

Sousa, Nascente e Filippi (2019) utilizaram Bacillus com o intuito de ajudar no
crescimento das plantas de arroz e observaram que a bactéria apresentou eficiéncia quanto ao
comprimento radicular. No trabalho, destacaram-se, também, a importancia da utilizacdo de
sementes inoculadas com Bacillus, pois observou-se plantas com melhor desenvolvimento em
campo, melhorando a producéo, absorcao de agua e nutrientes, além de ajudar na resisténcia a
pragas e doengas.

Outro ponto levado em consideracdo, quando realizou-se a troca de solu¢do nutritiva
fornecido as plantas, nos vasos da testemunha e do tratamento com produto comercial,
observou-se que havia sempre uma quantidade de dgua maior disponivel na parte inferior dos
vasos. Isso devido ao sistema radicular menor, logo, absorveu menos 4gua e menos nutrientes.
Isso se comprovou atraves da estatistica, quando os dois tratamentos diferiram dos demais.
Como citado no item 4.2.4, os isolados testados apresentaram producdo de AIA (RODRIGUES,
2019). Segundo Ribeiro (2010), as auxinas que sdo sintetizadas pelas rizobactérias afetam o
sistema radicular das plantas, aumentando seu tamanho, ampliando o numero de raizes
secundarias, que aumenta a area explorada pelas raizes, o que implicaria em uma absorcao
melhor de nutrientes para a planta. Possivelmente, a estirpe do produto comercial ndo produz

ou produz em pequena quantidade AIA, comparada aos isolados testados

4.2.7 Massa imida e seca do bulbo

As massas Umidas e seca do bulbo apresentaram diferenca significativa para os
tratamentos sem inoculacdo, EBO1 e EB15 (Tabela 7). Formaram-se dois grupos: um, com oS
tratamentos sem inoculacdo, EBO1, EB15 e outro grupo com EB17, EB21, produto comercial

e testemunha.
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Tabela 7 - Massas Umida e seca do bulbo de alho

Tratamentos Massa Umida(g)  Massa Seca ()
Sem inoculagéo 17,40 a 4,49 a
EBO1 17,64 a 4,30 a
EB15 18,02 a 411 a
EB17 15,69 a 3,11b
EB21 16,34 a 3,25b
Produto comercial 12,54 b 2,64 b
Testemunha 13,56 b 2,43 b
CV(%) 13,03 27,56

Fonte: Elaborada pela autora (2022)
Cv: Coeficiente de variacdo
Teste de média: Scott- Knott
Valores seguidos de letras iguais na coluna néo se diferem estatisticamente

A média do grupo um ficou em, aproximadamente, 4 gramas de bulbo seco, e com 17,5
gramas de bulbo Umido. O tratamento com a maior média de massa seca de bulbo foi o
tratamento sem inocula¢do com 4,49 g que apresentou acréscimo de 45,88 % no peso do bulbo,
comparado a testemunha que apresentou a menor média com 2,43 g seco. Quando comparado
com o tratamento com produto comercial, observou-se um incremento de 41,20%.

No trabalho da Belincanta (2019) com micropropagacdo de abacaxizeiro e bambu
também se observou resultados em que o tratamento com o meio de cultivo sem inoculagdo foi
mais expressivo que a testemunha. Os isolados bacterianos foram inoculados em brotos de
abacaxi cultivados in vitro, assim como, um tratamento com meio de cultivo LB sem inoculagédo
e outro, sem o0 meio de cultivo (testemunha). O tratamento com LB promoveu maior
desenvolvimento das brotacfes do abacaxizeiro em relacdo ao meio sem LB. Possivelmente,
isto ocorreu pelo fato do meio de cultura estimular as bactérias promotoras associadas aos
brotos.

No trabalho de Pereira (2021), realizou-se teste in vivo para testar os isolados
bacterianos e a prote¢do a planta contra o S.cepivorum. O isolado EB17 apresentou maior média
de massa seca de bulbo, com incremento 79% em relagdo a testemunha. Mazzuco (2020)
também utilizou o isolado EB17 separadamente e junto com o isolado de Pseudomonas
fluorescente CBS02 em alho cultivado em campo. Observou incremento na produgéo do alho,
nos tratamentos com a associacao dos dois isolados bacterianos. No experimento em questao,
o0 isolado EB17 solteiro apresentou 21,87% de incremento de massa Umida comparado a
testemunha.

Harthmann et al. (2009) observaram que a inoculagéo de rizobactérias em sementes de

cebola resultou no aumento da produtividade, por beneficiar o crescimento da planta. Os
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isolados W6 e W1 de Pseudomonas spp. e UFV40 de Bacillus spp., apresentaram maior peso
médio de bulbos, com diferenca significativa para os valores da testemunha. Os autores
consideraram que pelo fato da cebola ser da mesma familia, quando testada no alho, espera-se
resultados semelhantes., ajudando na produtividade do alho através da aplicacdo de
rizobactérias.

Mesmo ndo conseguindo testar os isolados na protecdo da planta ao patégeno S.
cepivorum, observou resultados positivos com as rizobactérias promovendo o crescimento da
planta de alhon quando inoculadas nas sementes e reinoculadas nas plantas. Ainda, observou-
se que o tratamento com o produto comercial apresentou resultado inferior que os demais
tratamentos em todas as avaliagdes. A Tabela 2 apresenta a quantificacdo de UFC/mL de cada
tratamento, e o produto comercial apresentou maior nimero de células que os demais
tratamentos. Um in6culo com nimero de UFC elevado em ambiente esterilizado, pode acarretar
competicdo com a prdpria planta. Necessario realizar mais testes, para avaliar se o produto
comercial é eficiente no controle da podriddo branca ou no crescimento e desenvolvimento da

planta do alho.
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5 CONCLUSAO

Atraveés do teste in vitro, obteve que 33,33% da cole¢do de Bacillus spp. do LMPCP
apresentaram potencial de inibir a S. terrestris. Os isolados bacterianos EB01, EB02, EBO3,
EBO08, EB09, EB13, EB18 EB19 e EB24 possuiram grau de inibi¢do variando de 15,91% a
30,48%, sobressaindo EB19 com a maior porcentagem de inibicdo. Desses nove isolados que
apresentaram potencial de inibir a S. terrestris, cinco também inibiram Sclerotium cepivorum,
sendo esses: EBO1, EB13, EB18, EB19 e EB24.

No experimento in vivo, ndo foi possivel verificar a protecdo dos isolados testados a S.
cepivorum, pois o fungo ndo se manifestou no sistema de vasos Leonard. Porém, observou-se
que as rizobactérias estimularam o crescimento da planta, quando inoculadas na semente e
reinoculadas na planta do alho. Os isolados de Bacillus spp. EBO1, EB15, EB17, EB21
apresentaram efeito na altura, namero de folhas verdes e secas, nas massas Umida e seca de
parte aérea, raiz e bulbo.

Os isolados EB15 e EB17 obtiveram as maiores medias no nimero de folhas verdes e o
isolado EB21 se destacou com menor numero de folhas secas. Na altura, os isolados EB15,
EBO1 e EB21 se destacaram aos 60,90 e 120 DAS, respectivamente.

O isolado EB15 se destacou com 61,68 g de massa Umida da parte aérea e 16,50 g de
massa seca. O mesmo isolado se destacou também na massa Umida do bulbo com 16,50 g.

O isolado EB17 se destacou na massa Umida da raiz com 42,08 g e o isolado EB01 com
5,11 gramas de massa seca da raiz.

Na massa seca do bulbo, o tratamento sem inoculacao se destacou com 4,49 gramas. Os
resultados sugeriram que o efeito positivo no crescimento das plantas no tratamento sem
inoculagdo pode estar relacionado as bactérias endofiticas presentes nas sementes do alho, que

foram estimuladas pelo meio de cultivo LB.
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