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RESUMO

O alho (A/lium sativum) ¢ a hortali¢a que ocupa o quarto lugar em importancia econdmica no
Brasil, sendo predominantemente cultivada por pequenos e médios produtores do pais
(SEDOGUCHI et al., 2002). Devido a importancia dessa cultura para vdrias regides e ao
consumo nacional, a incidéncia de doengas na lavoura do alho tem causado transtornos ¢
preocupacdes aos produtores pela perda de producao, podendo chegar a 100% (MESQUITA,
2018). Uma das principais doencas ¢ a podridao branca causada pelo fungo Sclerotium
cepivorum. Essa doenga ¢ severa na cultura, podendo ter lavouras grandes totalmente destruidas
dependendo da infestacao do patdgeno (fungo) e das condigdes favoraveis do desenvolvimento
desse (OLIVEIRA; REIS, 2013). O fungo Sclerotium cepivorum possui grande resisténcia no
campo, pois seus esclerddios podem sobreviver nos solos por varios anos ¢ em diversas
condi¢des climaticas (MARCUZZO; SCHMOELLER, 2017). Com isso, torna-se dificil o
controle nas lavouras de alho. A utilizacdo de microrganismos para o controle de doengas tem
tornado o cendrio de controle biolégico mais utilizado nas lavouras de diversas culturas,
incluindo a do alho. Estudos destacam o género Bacillus, que possui a capacidade de formar
endosporo e apresentar uma pluralidade de mecanismos antagénicos (LANNA FILHO;
FERRO; PINHO, 2010), capacitando-o a combater doencas fiingicas como a podridao branca.
Nesse sentido, objetivou-se utilizar isolados de bactérias do género Bacillus para avaliar a
capacidade de controle biologico de S. cepivorum (podriddo branca) in vitro, bem como avaliar
o antagonismo desses isolados sobre o fungo na cultura do alho. Para a avaliagdo in vitro,
utilizou-se nove isolados de Bacillus EBO1, EB15, EB17, EB27, EB21, EB22, EB25, EB26 ¢
um isolado denominado CBS01-20. Dos nove isolados testados, cinco apresentaram capacidade
de controle in vitro. Foram feitas duas avaliagdes do potencial de controle da doenca na cultura
do alho em condi¢ao controlada. No primeiro, dos quatro isolados testados (EB15, EB17, EB18
e EB27), destacou-se o isolado EB17 com melhor média em controle da doenca, massa seca de
bulbo e de parte area. No segundo teste de antagonismo de S. cepivorum in vivo, dos quatros
1solados testados (CBS01-20, EB15, EB21 e EB22), o isolado EB22 se destacou no controle da
doenca, bem como, no estimulo ao crescimento da cultura.

Palavras-chave: Hortali¢a. Doencas de solo. Fungo fitopatogénico. Microrganismos. Bacillus.



ABSTRACT

The garlic (Allium Sativum) is the vegetable crops that is ranked in fourth place economic
importance in Brazil, being predominantly cultivated by small and medium producers in the
country (SEDOGUCHI et al., 2002). Due the importance of this culture in several regions and
for national consumption, the appearance of diseases in the garlic crop has caused
inconvenience and concerns to producers for the loss of production, which can reach 100%
(MESQUITA, 2018). One of the main diseases is the Allium white rot caused by the fungus
Sclerotium cepivorum. This disease is severe in the culture crop, and may have large crops
totally destroyed depending of the pathogen infestation (fungus) and favorable conditions for
the development (OLIVEIRA; REIS, 2013). The fungus Sclerotium cepivorum has a great
resistance in the field, because the sclerotia can survive in the soil for several years and in
different climatic conditions (MARCUZZO; SCHMOELLER, 2017). As the result, becomes
difficult to control garlic crops, using more products, which have a low result in a way of action
and with a high production cost. The use of microorganisms to control diseases has made the
biological control scenario more used in crops of different cultures, including garlic. Studies
highlight the genus Bacillus, which has the ability to form endospores and present a plurality
of antagonistic mechanisms (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010), enabling it to combat
fungal diseases such as Allium white rot. In this sense, the objective was to isolates a bacteria
of the genus Bacillus to evaluate the capacity of biological control of S. cepivorum (white rot)
in vitro, as well as to evaluate the antagonism of these isolates on the fungus in the culture of
garlic. For in vitro evaluation, nine Bacillus were isolated EBO1, EB15, EB17, EB27, EB21,
EB22, EB25, EB26 and a isolated denomminated CBS01-20. Of the nine isolates tested, five
showed in vitro control capacity. In the evaluation of the disease control in the culture of garlic
in low tunnel condition, four were tested EB15, EB17, EB18 and EB27, three stood out with
better averages of disease control, bulb weight and part of the area being. In the second test in
vivo S. cepivorum on the greenhouse of the four isolates tested CBS01-20, EB15, EB21 and
EB22, one isolated stood out in controlling the disease, as well as helping in the root growth of
the culture.

Keywords: Vegetable. Soil disease. Phytopathogenic fungus. Microorganisms. Bacillus.
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1 INTRODUCAO

O alho (Allium sativum) € a hortalica que ocupa o quarto lugar em importancia
econOmica no Brasil, sendo predominantemente cultivada por pequenos e médios produtores
do pais (SEDOGUCHI et al., 2002).

Na safra de 2019, a cultura contou com 11.219 hectares de é4rea plantada e foram
colhidas 131.523 toneladas com uma produtividade média 11.734 kg (IBGE, 2019).

Santa Catarina, na safra 2020/21 obteve producao de 14.700 kg, mantendo-se no terceiro
lugar de producao de alho do pais (Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de
Santa Catarina, 2021). A regido Sul tem como caracteristica principal a produ¢do de variedades
do grupo nobre. Esse grupo possui relevancia na producdo e na alta sanidade, o que garante
maior longevidade do produto nas prateleiras (FOLTRAN, 2011).

Devido a importancia dessa cultura e o alto consumo nacional, a incidéncia de doengas
na lavoura do alho tem causado transtornos e preocupagdes aos produtores pela perda de
producdo, podendo chegar a 100% (MESQUITA, 2018). Uma das principais doengas ¢ a
podriddo branca, causada pelo fungo Sclerotium cepivorum (ASSOCIACAO NACIONAL
DOS PRODUTORES DE ALHO, 2004). Essa doenga é severa na cultura, podendo haver
grandes lavouras totalmente destruidas, dependendo da infestagdao do patogeno e de condicdes
favoraveis ao seu desenvolvimento (OLIVEIRA; REIS, 2013).

O fungo Sclerotium cepivorum possui grande resisténcia no campo, pois seus
esclerédios podem sobreviver nos solos por varios anos € em diversas condi¢cdes climaticas
(MARCUZZO; SCHMOELLER, 2017), com isso, torna-se dificil seu controle nas lavouras.
Os sintomas e danos dessa doenga aparecem nitidamente com o crescimento anormal e a
murcha da planta, o amarelecimento e morte das folhas mais velhas e o apodrecimento parcial
e/ou total dos bulbos (DOMINGOS, 2015; MESQUITA, 2018).

Instituicdes de ensino, pesquisa e empresas publicas e privadas buscam o
desenvolvimento de alternativas aos atuais métodos de manejo para doengas no alho que tém
sido pouco eficazes (BETTIOL, 1991; OGAWA, 2012). O método quimico se mostra pouco
vidvel, pois possui baixa eficiéncia no controle da doenca e eleva o custo de producio
(OLIVEIRA; REIS, 2013).

Neste sentido, o controle bioldgico vem crescendo gradualmente na cultura do alho, por
ser um método com manuseio mais seguro, eficaz, menos agressivo ambientalmente e preco
mais baixo, quando comparado ao controle quimico (PAVAN, 2015). O controle biologico de

doencas de plantas ¢ uma jun¢do de atividades de diferentes microrganismos (virus, bactérias,
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fungos, acaros, protozoarios e nematoides) que agem no parasitismo, na competi¢do € como
inibitorios, com a capacidade de produzir antibidticos e secrecdes (PARRA et al., 2002;
RODRIGUES, 2019).

A utilizacdo de microrganismos tem tornado o cenario mais atrativo, pois diversas sao
as culturas que ja utilizam essa ferramenta, como demonstrado no trabalho de Zucareli et al.
(2018) com a inoculacdo de Bacillus subtilis na cultura do feijdo. Estudos destacam
rizobactérias do género Bacillus, que possuem capacidade de formar endosporo, apresentam
pluralidade de mecanismos antagonicos (LANNA FILHO; FERRO; PINHO, 2010) e potencial
de antibiose com capacidade de produzir metabdlitos com efeito inibitério a outros

microrganismos (MONTEIRO, 2002).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Verificar a viabilidade de isolados do género Bacillus para controle biologico do fungo

Scletorium cepivorum.

1.1.2 Objetivos Especificos

Quantificar eficacia dos isolados in vitro através de andlises qualitativa e quantitativa de

grau de inibigao;

Avaliar a eficiéncia dos isolados para o controle do Sclerotium cepivorum na cultura do

alho em condigdes controladas.

1.2 JUSTIFICATIVA

Apesar da cultura do alho possuir visibilidade, alguns aspectos podem ser melhorados
na sua producao, tais como, o uso de agroquimicos que ocasionam uma pressao de sele¢ao de
pragas e doengas € ao alto custo de producao, em virtude de ndo possuir cultivares melhoradas
geneticamente (OLIVEIRA; REIS, 2013).

Dentre as doengas na cultura do alho, a Podriddao Branca do Alho (Sclerotium

cepivorum) se destaca por seus esclerodios serem de dificil controle, devido a alta resisténcia a
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agroquimicos e por sua elevada dispersao (REIS, 2011).

Neste contexto, formas alternativas de manejo dessa doenca vém sendo estudadas e
aplicadas, destacando-se o controle biologico (PARRA et al., 2002) que utiliza microrganismos
antagonistas, como as bactérias do género Bacillus, que possuem mecanismos diversos de
inibi¢do, tais como producdo de antibidticos peptidicos com a capacidade de controlar alguns
géneros de fungos e bactérias fitopatogénicas (DERIGHELO, 2017; RODRIGUES, 2019).

Portanto, testar isolados de Bacillus como forma de controlar ¢/ou amenizar doengas
como a Podridao Branca no Alho, ¢ necessario para uma agricultura que busca, a cada dia,
aumentar a produtividade do alho, diminuir custos de producao e ambientais, além de manter a
sanidade das plantas na colheita que, consequentemente, auxiliardo na estocagem e vida util do

produto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACULTURA DO ALHO

O alho pertencente a familia Alliaceae. E uma planta herbacea, de propagagio
vegetativa, com folhas lanceoladas (alongadas), estreitas e cerosas (RESENDE; HABER;
PINHEIRO, 2011). No que se refere a propagacao do alho, o preparo do alho-semente deve ser
realizado cuidadosamente, para que nao lesione os bulbilhos que serdo plantados, bem como a
eliminagdo dos bulbilhos com defeitos (LUCINI, 2016).

Conforme estudos realizados por Lucini (2003), o ciclo do alho se caracteriza por trés
fases. A primeira fase, inicia-se com a brota¢do; a segunda fase, ¢ observada a partir da emissao
de folhas novas ¢ se estende até o inicio da diferenciacdo e a terceira fase, refere-se ao
desenvolvimento dos bulbilhos até a maturagdo completa do bulbo.

De acordo com a variedade, o bulbo pode ser formado por nimero diferenciado de
bulbilhos ou “dentes de alho” (LEONEZ, 2018). Sdo utilizados comercialmente como
condimento in natura, liofilizados, em pasta ou em conserva (ARRUDA, 2016). A Portaria n.
242 de 17 de setembro de 1992 designa a cultura do alho classificada em dois grupos baseados
na cor da pelicula do bulbilho (branco ou roxo), em subgrupos (nimero de bulbilhos, menos de
20 bulbilhos por bulbo ¢ nobre e acima de vinte ¢ comum) e em cinco classes (dependendo do

diametro transversal do bulbo) (BRASIL, 1992).

2.1.1 Panorama do Alho em Curitibanos/SC

A importancia da produgdo do alho, iniciou-se nos anos de 1977, em que o municipio
de Curitibanos/SC foi identificado como grande produtor, utilizando, inicialmente, diversas
variedades, como Chonan. Na década de 80 foram introduzidas as variedades Cacador e
Quitéria e foram classificadas como as melhores variedades para a producdo, qualidade e
adaptabilidade para a regido (BOEING; SEBEN, 1995). Essas teriam potencial igual e/ou
superior as variedades importadas (ASSOCIACAO NACIONAL DOS PRODUTORES DE
ALHO, 2004).

Segundo dados do IBGE (2019), o0 aumento da producao do alho em Curitibanos, atingiu
seu apice na safra de 1987/1988, em que a producgdo passou de 18 toneladas para 24 toneladas.
Esse aumento na produ¢do, resultou em pesquisas voltadas ao alho, assisténcia técnica e

liberacao de recursos de créditos aos produtores rurais da regiao (COMPANHIA INTEGRADA
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DE DESENVOLVIMENTO AGRICOLA DE SANTA CATARINA, 2017). Posteriormente,
houve reducdo na produgdo da regido, em decorréncia a diversos fatores econdmicos e
fitossanitarios.

Atualmente, a cultura vem crescendo, gradualmente, na regido de Curitibanos, onde, na
safra de 2019/20, o alho contou com 926 hectares de area plantada e produtividade média de
9.000 kg por hectare (IBGE, 2019). Apresenta margem bruta (MB) positiva em R$2,08 por
quilograma e margem liquida (ML) positiva em R$1,60 por quilograma (CONFEDERACAO
DA AGRICULTURA E PECUARIA DO BRASIL, 2019), com isso, alcancando maior area
plantada, com produtividade significativa.

Na regido de Curitibanos/SC, o primeiro foco da doenca Podriddo Branca ocorreu no
ano de 1991. A partir desse ano, mais lavouras apresentaram sintomas em reboleira da doenca.
Nos anos de 1996, 2001 e 2002, os proprietarios dessas lavouras se prontificaram e logo as
areas foram isoladas e, prontamente, as sementes foram destinadas ao consumo (LUCINI,

2004).

2.2 DOENCAS NA CULTURA DO ALHO

A cultura do alho possui alta incidéncia de doengas em campo, sendo foliares e
radiculares (EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA E EXTENSAO RURAL DE
SANTA CATARINA, 2002). Entre as principais doencas foliares, a ferrugem causada pelo
fungo Puccinia porri (D.C.) Rud, pode afetar a planta de alho em diferentes fases do seu
desenvolvimento. Os sintomas ocorrem no limbo foliar, em que hé a presenga de numerosas
pustulas pequenas e com o rompimento dessas, ha exposi¢cdes de massa pulverulenta, de cor
amarela, constituida por uredosporos do fungo (PRIA; ZAGONEL; FERNANDES, 2008).

Dentre as doengas veiculadas pelo solo mais prejudiciais a cadeia produtiva do alho,
destaca-se a podriddo branca, causada pelo fungo Sclerotium cepivorum que ¢ um fungo
denominado imperfeito (Deuteromiceto) da ordem Mycelia sterilia (NUNES, 1992). Esse
fungo causa sintomas e danos na planta do alho como o amarelecimento de folhas mais velhas
e sua senescéncia, diminuindo a fotossintese e, consequentemente, fotoassimilados,
prejudicando o desenvolvimento dos bulbilhos (OLIVEIRA; REIS, 2013). No pseudocaule
ocasiona um aspecto enegrecido que se alastra até as raizes causando a podriddo, que pode ser
facilmente arrancadas do solo (MARCUZZO; SCHMOELLER, 2017). Em epidemias
avancadas ocasiona o apodrecimento do bulbo, acarretando perdas severas na producao.

O patogeno possui estrutura de sobrevivéncia, o esclerddio, que se forma em torno do
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bulbo, garantindo sua sobrevivéncia ao longo das safras (SIQUEIRA; REIS, 2015) (Figura 1).
A disseminagdo desse fungo ocorre pela propria agua de irrigagdo, maquindrio, implementos
agricolas e o transito de pessoas na lavoura (REIS, 2011), assim como caixas sujas de plastico

usadas com outras hortalicas.

Figura 1 - Esclerddios de Sclerotium cepivorum formados sobre a superficie do bulbo de alho.

Fonte: Domingos (2015).

Em condi¢des favordveis de baixa temperatura e alta umidade e na presenca do
hospedeiro, o esclerodio de Sclerotium cepivorum germina, podendo infectar as plantas de alho
(SOUSA, 2019). A cultura em questdo, ¢ suscetivel a doenga durante todo o seu ciclo de

producdo, sendo comum observar os sintomas em reboleira (SOUZA, 2019) (Figura 2).

Figura 2 - Campo de alho atacado pelo fungo Sclerotium cepivorum.
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2.3 RIZOBACTERIAS NO CONTROLE BIOLOGICO

Mundialmente, diante dos problemas atuais, a agricultura ¢ uma das atividades
produtivas de maior importancia para qualquer nagao. Porém, para seu sucesso deve haver
qualidade e cuidados ambientais, destacando tecnologias de manejo de doengas e pragas que
afetam as culturas. Neste sentido, destaca-se o manejo do controle bioldgico utilizando
microrganismos, como as rizobactérias (GARCIA et al., 2015).

Utiliza-se o termo rizobactérias para designar bactérias do solo capazes de colonizar o
sistema radicular das plantas e a rizosfera (PERSELLO-CARTIEAUX et al., 2003). Essas sao
dinamicas, pois apresentam capacidade de estimular o crescimento de plantas diretamente e/ou
inibir e impedir o desenvolvimento de microrganismos patogénicos (DURE et al., 2018).

Diversos sdo os mecanismos que as rizobactérias podem exercer, tais como: producao
de sider6foros, indugdo de resisténcia, antibiose e a producdo de fitohormonios
(HARTHMANN et al, 2007; BALBINOT, 2018). Além desses, as rizobactérias podem
colonizar rapidamente o sistema radicular das plantas, prevenindo, assim, a invasao de
patégenos (HARTHMANN et al., MARIANO et al., 2005).

Neste sentido, destacam-se algumas Rizobactérias, como aquelas pertencentes aos

géneros Bacillus, Pseudomonas e Rhodococcus (CORREA; BETTIOL; SUTTON, 2005).

2.4 Bacillus spp. NO CONTROLE BIOLOGICO DE PLANTAS

Dentre os géneros de bactérias benéficos as plantas, destaca-se Bacillus, pois
sobrevivem nos solos por terem a capacidade de formar endodsporos resistentes a diversas
condi¢des ambientais e edaficas (BRAGA JUNIOR et al.,, 2017). Além disso, sdo produtoras
de metabdlitos secundarios, como os antibioticos peptidicos que podem ser classificados como
biossurfactantes. Esses antibidticos possuem um amplo espectro de atividades, incluindo a de
agente antifungico (MONTEIRO, 2002). Segundo Neves (2001), em seu estudo realizado
utilizando bactérias do género Bacillus para avaliar o potencial de controle da doenga Queima
Bacteriana da Cebola (Pseudomononas marginalis), o autor obteve 36,48% de reducdo no
numero de lesoes, 22,44% de incremento na massa fresca, 131,13% na massa seca de bulbos e
219,55% de incremento na massa seca de raizes de cebola. O estudo sugeriu que a producao de
antibioticos foi uma forma eficiente ao controle do fitopatogeno.

Para Dorighello (2017), Bacillus sugere excelente potencialidade por produzirem

toxinas € que ao serem empregados na produgdo agricola, podem inibir microrganismos que
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ndo sdo de interesse para a producdo. Isto ¢ devido as caracteristicas do género, de sobreviver
nos solos por possuirem enddsporos resistentes a diversas condi¢des climaticas (RODRIGUES,
2019). Ainda possuem a capacidade de aumentar a resisténcia de plantas a diversos estresses
ambientais e de escassez nutricional do solo (RADONS, 2016). Além disso, sua multiplicagao,
baseia-se em utilizar meios de cultura de baixo custo, aumentando a capacidade de utilizacao
biotecnoldgica (CLEMENTE et al., 2016).

O controle de doengas em campo e em pos-colheita por Bacillus ¢ atribuido,
principalmente, ao mecanismo denominado de antibiose, pois diversos isolados desse género
sdo reconhecidamente produtores de compostos bioativos (que causam efeito de inibi¢do sobre
um organismo vivo) (KUPPER; GIMENES-FERNANDES; GOES, 2003). Além disto, esse
microrganismo possui capacidade de inducdo de resisténcia em plantas (DORIGHELLO,

2017).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho iniciou no ano de 2020, no laboratorio de Microbiologia da Universidade
Federal de Santa Catarina, CBS01, Campus de Curitibanos.

Primeiramente, foi realizada a purificagdo em placas de Petri do fungo causador da
doenga podriddo branca (Sclerotium cepivorum). O fungo foi obtido do estoque utilizado no
trabalho de conclusado de curso da Engenheira Agronoma Sabrina Rodrigues, em 2019.

As bactérias do género Bacillus utilizadas fazem parte da cole¢do de Bactérias
Promotoras de Crescimento de Plantas do Laboratério de Microrganismos Promotores de
Crescimento de Plantas (LMPCP). Os isolados testados foram obtidos do solo e rizosfera de
alho coletados na fazenda Dias, em Curitibanos, pelo desenvolvimento do trabalho de conclusao
de curso da Engenheira Agronoma Mariane Rosa Leoncio (2015). Esses passaram por testes
para a caracterizacdo fenotipica, e alguns foram identificados geneticamente (sequenciamento
do gene 16S rRNA), em nivel de género, foram os isolados EBO1, EB02, EB04, EBOS, EBO7,
EB09, EB10, EB11, EB12, EB15, EB16, EB23, EB25 ¢ EB26 (RODRIGUES, 2019).

3.1 PURIFICACAO DE Sclerotium cepivorum

A purificagdo do fungo foi realizada em laboratorio, em fluxo laminar para a repicagem
do patdgeno, em placas de Petri contendo meio BDA (Batata, Dextrose, Agar). O fungo foi
disposto no centro das placas que foram envoltas por filme plastico de Parafilm® para evitar
contaminac¢ao e incubado em incubadora BOD, a temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12

horas (XAVIER, 2016) (Figura 3).
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Figura 3 - Placa contendo o fungo Sclerotium cepivorum desenvolvido e purificado em meio
BDA com 3 dias de incubacao a 25°C.

Fonte: Registfo da ora (2020).

3.2 TESTE DE ANTIBIOSE in vitro

Para os testes de antibiose foram utilizados oito isolados de Bacillus sendo esses: EBO1,
EB15, EB17, EB27, EB21, EB22, EB25 e EB26, ¢ um isolado bacteriano denominado CBSO1-
20.

Inicialmente, os nove isolados de bactérias foram acondicionados, individualmente, em
tubos contendo 5 mL de meio LB (Luria Bertani) liquido (pH 7,0), e incubados em estufa por
48 horas em 27°C.

Simultaneamente, discos de micélios do fungo Sclerotium cepivorum foram
introduzidos ao centro de placas contendo meio Batata — Dextrose - Agar (BDA), incubados
em BOD a temperatura de 25°C, fotoperiodo de 12 horas pelo periodo de 48 horas (XAVIER,
2016). Apos 48 horas, foi realizada a repicagem do fungo, inserindo um disco da coldnia
fingica no centro de outras placas contendo BDA e mantidas nas mesmas condigdes descritas
anteriormente, modificando apenas o periodo de incubacao para 24 horas.

No momento da inoculagdo dos isolados bacterianos, o fungo S. cepivorum possuia
periodo de 24 horas de crescimento (de modo a ocupar a metade do didmetro da placa). Um
volume de 50uL da suspensdo de cada isolado foi transferido para quatro pontos equidistantes
de cada placa (Figura 4). Cada isolado continha cinco repeti¢des e foram mantidos em BOD a

temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.
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Figura 4 - Desenvolvimento inicial do fungo Sclerotium cepivorum.

—
Fonte: Registro da autora (2020).

As avaliagdes foram realizadas a partir das 24 horas apos a inoculagado dos isolados, com
intervalo de 24 horas entre cada avaliagdo por um periodo de sete dias. Nesse teste foi realizada
analise qualitativa, observando-se presenca ou ndo de halos de inibigao.

Os isolados que apresentaram halo de inibi¢do ao crescimento do fungo no teste
descrito, foram submetidos a uma segunda avaliacdo, realizando-se a medi¢do do halo de
inibicao (mm), utilizando uma régua milimetrada, e em seguida calculou-se o grau de inibig¢ao,

conforme descrito por Rodrigues (2019):
GI = {[(Dtf — Dcf) / Dtf] / Hi]}

Em que: Dtf = Diferenga entre o desenvolvimento do fungo na placa sem a presenga do
controle (bactéria); Dcf=Diferenca entre o desenvolvimento do fungo na placa com a presenca

do controle (bactéria); Hi = Halo de Inibi¢ao, descontando o tamanho da colonia bacteriana.
3.2.1 Analises estatisticas

Esses testes foram conduzidos em DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado). Os
resultados do grau de inibi¢do foram submetidos ao teste F de analise da varidncia (ANAVA),
em nivel de 5% de significancia. Havendo diferenga significativa, procedeu-se ao teste de
comparagao de médias de Tukey, em nivel de 5% de significancia, através do programa Sisvar

(versdo 5.6).
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3.3 TESTE DE ANTIBIOSE in vivo

Essa analise foi realizada em dois experimentos. No primeiro experimento, utilizou-se
isolados de Bacillus que obtiveram melhores resultados de inibi¢do de crescimento a S.
cepivorum in vitro, no trabalho de conclusdo de curso da Engenheira Agronoma Sabrina
Rodrigues, no ano de 2019, na Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de Curitibanos.
Os isolados bacterianos utilizados foram: EB15, EB17, EB18 ¢ EB27. Esse primeiro
experimento foi realizado no ano de 2020.

Iniciou-se realizando o preparo de 2 L de meio LB (Luria Bertani) em pH 7,0, dividindo
essa quantidade total em quatro béquer com o volume de 500 mL cada. Apods, os recipientes
foram levados ao fluxo laminar, realizando a inoculag¢ao dos isolados e levados a estufa em
28°C por 48 horas. Passado esse periodo de tempo, procedeu-se a desinfestacdo das sementes
de alho da variedade Chonan e mergulhados no meio por 1 hora. Apoés, realizou-se a semeadura
em vasos contendo solos infectados com esclerddios do fungo S. cepivorum, em bancadas e
tunel baixo. Nesse solo, oriundo de uma propriedade rural do interior do municipio de Frei
Rogério/SC, observou-se alta incidéncia da doenga nas plantas de alho em campo, identificando
seus sintomas nas plantas e a presenca de esclerodios do fungo no solo. Os tratamentos desse
experimento foram: T1 testemunha; T2 isolado EB15; T3 isolado EB17; T4 isolado EB18 ¢ T5
isolado EB27. O delineamento experimental foi realizado em BC (Blocos Casualizados) em
que foi realizada a distribui¢do ao acaso

No segundo experimento da avaliacdo de antagonismo foram utilizados os isolados
bacterianos que obtiveram melhores resultados no teste de antagonismo in vitro, sendo os
isolados: CBS01-20, EB15, EB21 ¢ EB22.

Este experimento foi realizado na casa-de-vegetacdo da Universidade Federal de Santa
Catarina — Campus Curitibanos no ano de 2021. Foi conduzido em bancada e em vasos com
solos oriundos da mesma propriedade rural do interior do municipio de Frei Rogério/SC, do

primeiro experimento. A amostra foi submetida a analise de solo (Tabela 1).



23

Tabela 1 - Andlise de solo.

Argila Indice Fésforo Potassio Potassio Aluminio Célcio Magnésio
% SMP mg/dm? cmolc/dm? % cmolc/dm® | cmolc/dm® | cmolc/dm?
36 6,5 61,24 0,16 1,37 <0,01 4,91 3,89
Magnésio pH Saturagdo de CTC Célciona | Magnésio Potassio Saturagdo
(%) 1:1 bases efetiva CTC na na por
cmolc/dm? cmolc/dm? Efetiva CTC CTC aluminio
% efetiva efetiva %
% %
34,11 6,0 9,0 8,47 54,73 43,42 1,75 0,00
Calcio/ Magnésio/ Ferro Manganés Cobre Zinco Boro Enxofre Areia
potassio Potassio mg/dm? mg/dm? mg/dm*® | mg/dm® | mg/dm? mg/dm? %
31,34 24,86 183,41 <1,11 4,91 1,52 0,32 <4,54 20

Fonte: Terranalise (2021).

A partir da andlise de solo e baseado no Manual de Calagem e Adubagao para os Estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (2016), obteve-se a seguinte recomendagdo: o solo
apresenta fertilidade média, em que, se fosse realizada a adubagdo NPK, seria apenas para a
manuten¢do dos macronutrientes. Em relagdo a micronutrientes essenciais a cultura do alho (Zn
e B), apresentava fertilidade alta, em que, se realizada a adubagdo, seria para reposi¢ao. O pH
apresentado era de valor 6,0, ndo havendo a necessidade de calagem, pois esse € o valor ideal
de pH para a producao da cultura.

O solo apresentava 36% de argila, sendo classificado como solo com teor de argila
classe 3.

Para esse teste, realizou-se a inoculagdo do fungo S. cepivorum nos vasos de solos

antecedendo o plantio do alho, a partir da metodologia de BARBOSA et al. (2010).

3.3.1 Preparacio de Bulbilhos

A variedade utilizada para os experimentos descritos acima foi a Chonan (semeadura
indicada para os meses de Jun/Jul), com ciclo total de 160 dias, tamanho de bulbilho
classificado em classe 3, possuindo aproximadamente 5 g cada bulbilho. Foi realizada a
vernalizacdo no més de fevereiro, a 4°C, por um periodo de 30 dias.

Os tratamentos foram T1 CBS01-20; T2 EB15; T3 EB21; T4 EB22 e T5 Testemunha.
Cada um possuia cinco repetigdes. Foram utilizados 50 bulbilhos, sendo semeados dois por

vaso.
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3.3.2 Preparo dos Inoculantes

No preparo dos inoculantes, iniciou-se com a inoculacdo de cada isolado (CBS01-20,
EB15, EB21 e EB22) em frascos contendo 40mL de meio LB (Luria Bertani) liquido (pH 7,0)

(Figura 5) e mantidos na estufa por 24 horas a 28°C.

Fonte: Registro da autora (2021).

Para a producdo do inoculante, a quantidade de turfa a ser utilizada foi baseada em
recomendacdes de fabricantes de inoculantes que prescrevem 150 g de inoculante para 60 kg
de sementes de leguminosas.

Considerando que cada bulbilho continha aproximadamente 5 g, realizou-se o seguinte

calculo:

1 bulbilho -5 g
50 bulbilhos — x
x= 250 g de bulbilhos

Com o resultado do peso dos bulbilhos, e baseado na recomendacao de fabricantes,

procedeu-se o calculo para obter a quantidade de turfa utilizada para cada tratamento:
60.000 g de semente — 150 g de turfa
250 g de bulbilhos - y

y = 0,63 g de turfa

Devido ao tamanho da semente de alho, Mazzuco (2020) descreveu a necessidade de
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dobrar a quantidade de turfa para melhorar a cobertura das sementes e, consequentemente, a
adesdo das bactérias inoculadas. Com isso, cinco Beckers de 50 mL receberam 1,26 g de turfa
que foram esterilizados. Cada frasco correspondia a um dos tratamentos inoculados com as
quatro bactérias e a testemunha que nao recebeu inoculagao.

Ap6s 24 horas de incubagdo dos isolados, baseado em Mazzuco (2020), calculou-se a
quantidade de cada suspensao bacteriana a transferida para as turfas e, desta maneira, compor

o inoculante:

20 mL de solugdo bacteriana — 20 g de turfa
z—1,26 ¢

z = 1,26 mL de solu¢do bacteriana

Cada um dos quatro Beckers contendo a turfa, recebeu o volume calculado de cada
suspensdo bacteriana. Esses ¢ a testemunha foram acondicionados a 28 °C por um periodo de

72 horas (Figura 6).

Fi

Fonte: Registro da autora (2021).

3.3.3 Plantio

No dia do plantio, preparou-se 1,5 mL de solu¢do agucarada 10% (recomendagdo dos
fabricantes) para melhor aderir a turfa inoculado aos bulbilhos sementes. Os bulbilhos
utilizados foram acondicionados em sacos plésticos, aos quais acrescentou-se as turfas
inoculadas com os isolados bacterianos e a testemunha (sem inoculagdo) (Figura 7). As

sementes foram secas a sombra e procedeu-se o plantio no dia 27 de marco de 2021.
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Esse experimento foi realizado em DBC (Delineamento em Blocos Casualizados), em

que foi realizada a distribuigdo ao acaso contendo cinco repeti¢des cada.

3.4 PARAMETROS AVALIADOS

Nos dois experimentos de antibiose in vivo realizados, foram avaliadas trés
caracteristicas: protecdo da planta ao S. cepivorum, massa imida e seca da parte aérea (g) e

massa umida e massa seca do bulbo (g).

3.4.1 Prote¢ao da Planta

Essa avaliacdo foi realizada a partir da incidéncia da doenca, observando,
semanalmente, as plantas até os 45 DAP (Dias Apo6s o Plantio), avaliando-se o desenvolvimento
da cultura do alho, sintomas aparentes da doenga podriddo branca nas plantas e a presenga de

esclerodios sobre o solo.

3.4.2 Massas umida e seca da parte aérea

A massa umida (g) das folhas foi efetuada pela pesagem, utilizando-se uma balanca
eletronica de precisao (LS1). Em seguida, foram acondicionadas em sacos de papel para realizar
a secagem, com a utilizagdo de estufa com ventilagdo for¢ada a 50°C por cinco dias. Apos,

foram pesadas para determinagdo da massa seca (g).
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3.4.3 Massa umida e seca do bulbo

A massa imida (g) dos bulbos foi efetuada pela pesagem, utilizando-se uma balanga
eletronica de precisao (LS1). Em seguida, foram acondicionados em sacos de papel para realizar
a secagem, com a utilizagdo de estufa com ventila¢do for¢ada a 50°C por cinco dias. Apos esse

periodo os bulbos ja se encontravam secos e foram pesados para determina¢do da massa seca

(8)-

3.4.4 Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos ao teste F de andlise da variancia (ANAVA), em nivel
de 5% de significancia, havendo diferenca significativa, procedeu-se ao teste de comparagado de

médias de Tukey, em nivel de 5% de significancia, através do programa Sisvar (versao 5.6).
3.5 QUANTIFICACAO DE S. cepivorum NO SOLO INOCULADO

Para realizar a contagem do fungo S. cepivorum no solo utilizado no segundo
experimento in vivo, realizou a dilui¢do seriada do mesmo, ap6s a conclusdo do experimento.
Inicialmente foram retirados 10 g de solo de cada vaso referente a um tratamento, perfazendo
um total de 50 g em que foi realizada a homogeneizac¢do. Dos 50 g de solo de cada tratamento,

retirou-se uma aliquota de 10 g para a realizagdo da técnica (Figura 8).

Figura 8 - Béquer contendo 10 g de solo homogéneo de cada tratamento.

Ap0s realizar a pesagem da quantidade de solo, utilizando uma balanga eletronica de
precisdo (LS1), esse foi adicionado em frascos autoclavados de Erlenmeyer contendo 90 mL de
solucdo salina, levados a mesa agitadora por 45 minutos, a agitagdo de 150 rpm. Passados os
45 minutos, cada amostra foi diluida seriadamente em tubos contendo 9 mL de solugdo salina

0,9%. As dilui¢des foram realizadas de 10" a 10, 0,1 mL das dilui¢des de 102 a 10 de cada
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tratamento foram plaqueadas em Placas de Petri contendo meio Sabouraud, com trés repetigdes,
incubados em BOD a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas por um periodo de quatro dias.
Para a contagem, utilizou a dilui¢do que apresentou em suas placas de 30 a 300 UFC

(Unidade Formadora Coldnia).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANTAGONISMO DE S. cepivorum MEDIADO POR Bacillus in vitro

Dos nove isolados testados, cinco (55,5%) apresentaram halo de inibi¢do sobre o fungo
S. cepivorum (Figura 9), sendo os isolados bacterianos EBO1, EB15, EB21, EB22 e CBS01-20,
sugerindo potencial controle biologico de doengas.

A presenca de halo de inibicao sugere que a bactéria produz substancias que inibem o
desenvolvimento fungico, delimitando o seu crescimento no meio (MONTEIRO, 2002).
Diversos trabalhos discutem resultados positivos de inibi¢ao in vitro de crescimento de fungos
patogénicos de plantas, a partir da utilizagdo de bactérias do género Bacillus, como o estudo de
Rodrigues (2019) na cultura do alho e de Garcia et al. (2015) na orizicultura, ambos, testando
e discutindo a atuacdo de isolados de Bacillus sobre a inibi¢do de crescimento de fungos
fitopatogénicos.

Fuga (2013) relatou em seu trabalho que 37 dos seus 46 isolados testados de Bacillus in
vitro ndo inibiram o desenvolvimento do fungo Sclerotium cepivorum, mas, oito desses isolados
reduziram significativamente o crescimento micelial do fungo entre 42,2 e 50,2%. O autor
discutiu que, possivelmente, esses isolados que se sobressairam na redugdo do crescimento
micelial produziram metabolitos secundarios extracelulares, dentre esses, a producdo de
antibiotico, que mesmo em quantidades minimas, podem reduzir, consideravelmente, o

crescimento do fungo fitopatogénico.
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Figura 9 - Inibicdo in vitro do desenvolvimento de Sclerotium cepivorum por isolados de
Bacillus.

: EBTS—
Fonte: Registro da autora (2020).

Na segunda avaliagdo, para quantificagdo do grau de inibi¢do, no teste de médias,
utilizando Tukey a 5% de significancia, houve diferenca estatistica entre os isolados testados
(Tabela 2).

Tabela 2 - Grau de inibi¢ao (GI) de isolados de Bacillus ao crescimento de S. cepivorum in

Vitro.

Isolados Médias (*)
EBO1 1,32b
EB15 1,12b
EB21 1,23b
EB22 1,56¢

CBS01-20 1,46b
Testemunha 0Oa
CV =11,54%*

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
*Valores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

Avaliando-se as médias do grau de inibi¢cdo, observou-se a formacao de trés grupos: um
para a testemunha; o segundo com os isolados EBO1, EB15, EB21 ¢ CBS01-20 e o terceiro,

com o isolado EB22. Esse apresentou média de 1,56, sendo 71,80% superior ao isolado EB15
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que obteve a menor média entre os isolados do segundo grupo. Para o isolado CBS01-20, o de
maior média daquele grupo, essa diferenga foi de 6,4%. Os resultados sugeriram o isolado EB22
como isolado efetivo para o controle do fungo S. cepivorum in vitro, pela redugao significativa
do crescimento e desenvolvimento micelial do fungo.

O isolado CBS01-20 foi o isolado do segundo grupo que obteve média de 1,46 nao
diferindo dos demais do seu grupo. Sugere-se que a utiliza¢ao do isolado CBS01-20 e do isolado
EB22 associados, haja maior eficiéncia quanto ao controle bioldgico da doenca, havendo
necessidade de novos estudos. SANTOS et al. 2021 descreveu em seu trabalho que de cinco
“mix” de um conjunto de quatro isolados bacterianos, atingiram até 90,8% de controle da
doenca de antracnose no mamoeiro. Esses estudos tornam o cenario agricola com maiores
chances e alternativas de manejo de doengas causadas por fungos patogénicos.

Rodrigues (2019) revelou que 50% dos isolados bacterianos testados de Bacillus (EBO1,
EB15, EB17 e EB27) in vitro sobre o fungo S. cepivorum causador da doenga Podridao Branca
foram eficientes quanto a inibicdo do crescimento do fungo, sugerindo que bactérias desse
género possuem capacidade de controle da doenga. Esses dados também refor¢am a sugestao

da utilizacdo de “mix” para aumentar a inibi¢do ao fungo S. cepivorum.

4.2 TESTE DE ANTIBIOSE in vivo
4.2.1 Experimento 1

No primeiro experimento realizado em condi¢des controladas, para o pardmetro massa
seca do bulbo (g), houve diferenga estatistica entre os isolados testados, como apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3 - Massa seca do bulbo (g) de alho inoculado com isolado de Bacillus para inibigao
de S. cepivorum.

Isolados Médias (*)
EBI15 10,15b
EB17 16,24¢
EBI18 11,43b
EB27 6,94b

Testemunha 3,4a
CV =37,85%*

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
**Valores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

Avaliando-se as médias da massa seca de bulbo, observou-se a formacao de trés grupos:
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um para a testemunha; o segundo com os isolados EB27, EB15 e EB18 ¢ o terceiro, com o
isolado EB17.

O i1solado EB17 apresentou média, com incremento 79% em relagdo a testemunha e de
57,27% em relagdo ao isolado de menor média (EB27), sugerindo que o isolado EB17 estimulou
o acimulo de massa no bulbo, sendo necessario estudos mais aprofundados para verificar o
efeito observado. Mazzuco (2020) utilizou em seu trabalho o isolado EB17 em associagdo com
um isolado de Pseudomonas fluorescente, CBS 02 para verificar a capacidade de solubilizagao
de fosfato. O autor observou maior incremento na producao do alho, mesmo sem a adi¢cdo de
SPT (Super fosfato triplo) nos tratamentos com a associacdo dos dois isolados. Esse ainda
sugeriu a potencialidade do isolado EB17 em estimular a absor¢ao de P pela planta, necessario
para suprir suas necessidades, através da solubilizacdo de fosforo que induziu o
desenvolvimento vegetal, resultando em acréscimo médio de 1,67 kg na producao.

Resende, Haber e Pinheiro (2011) destacaram em seu trabalho a importancia que o
parametro massa seca de bulbo possui quando selecionado comercialmente e na sua utilizagdo
para a propagacdo. Descreveram que, quando o peso ¢ afetado, sugere-se que houve possiveis
interferéncias de pragas e doencas, diminuindo a produtividade, qualidade e,
consequentemente, a vida util do produto.

No parametro massa seca de parte aérea, houve diferenca estatistica significativa entre

os tratamentos, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Massa seca de parte aérea (g) em alho inoculado com isolado de Bacillus para
controle de S. cepivorum.

Isolados Meédias (*)
EBI15 8,00b
EB17 13,86¢
EBI18 8,89b
EB27 6,38b

Testemunha 2,35a
CV =35,84*

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
*Valores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

Os valores reduzidos de massa seca foram consequéncias da cultura ter sido fortemente



33

afetada pelo fungo S. cepivorum. Notou-se, em algumas repeti¢des, baixa germinacdo da
semente de alho, por estar infectada pelo patégeno, diminuindo as atividades metabodlicas para
desenvolvimento da cultura. Entretanto, na analise desta variavel, também se observou a
formagdo de trés grupos: um para a testemunha; o segundo com os isolados EB15, EB18 e
EB27 e o terceiro, com o isolado EB17. O isolado EB17 obteve incremento de
aproximadamente 7,48 g, sendo 53,97% superior ao isolado EB27 que apresentou a menor
média entre os isolados testados do segundo grupo e 83,04% em relagdo a testemunha. Esse
resultado, assim como o anterior, em relagao a massa de bulbos, sugeriu efeito de estimulo ao
crescimento do vegetal, podendo estar relacionada a protecdo do fungo, sendo necessario
aprofundar os estudos para a determinagdo dos mecanismos de promog¢ao e/ou protegao.

A parte aérea das plantas cultivadas € essencial para o potencial em campo ¢ a qualidade
de producgao, pois, ¢ a partir das folhas que as plantas realizam a fotossintese. Lopes (2014)
descreveu em seu trabalho que causar efeitos contrarios no desenvolvimento normal das folhas
de plantas de alho ocorrem alteragcdes na eficiéncia fotossintética que afetara a particao de
assimilados entre a parte aérea e o bulbo em formacao.

Dorighelo (2017) descreveu em seu trabalho que, utilizando bactérias do género
Bacillus por prevengdo da doenga de Mofo Branco na Soja (Sclerotinia sclerotiorum), essas
diminuiram em 45% os danos de area foliar, sugerindo essa medida de prevencao, como método
eficiente de manejo. Mazzuchelli; Sossai; Araujo (2014) observaram em seu trabalho que, a
utilizagdo de Bacillus subtilis possibilitou acréscimo de 15% no desenvolvimento da massa

fresca da parte aérea, quando inoculados no milho.

4.2.2 Experimento 2

No segundo experimento realizado in vivo, no sétimo DAP (dias ap6s plantio) foi feita
uma avaliagdo qualitativa para verificar a infestagdo dos bulbilhos por fungo S. cepivorum.
Além da protecdo contra a doenca pela inoculagdo dos isolados bacterianos, avaliou-se o
desenvolvimento radicular. Observou-se o desenvolvimento radicular normal em plantas
inoculadas com o isolado EB22 (Figura 10), indicando potencialidade de promog¢do de
crescimento/ desenvolvimento radicular das plantas, com isso, sugerindo melhor absor¢ao de
agua e nutrientes disponiveis as plantas. Rosa (2015) em seu trabalho de caracterizagao
fenoldgica do alho, demonstrou que o crescimento radicular da cultura, inicia-se no estadio EM
(emergéncia) em que ocorre o surgimento dos primordios das duas primeiras folhas. Com isso,

observou-se que o isolado foi capaz de estimular o desenvolvimento radicular, antes mesmo do
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estadio EM, sugerindo que o isolado pode induzir seu crescimento e absor¢do de nutrientes
disponiveis no solo, para melhor atender as necessidades de seu desenvolvimento.

Tsavkelova et al. (2006) e Persello-Carticaux et al. (2003) em seus trabalhos,
descreveram que o crescimento do sistema radicular de plantas, pode ser induzido por B. subtilis
e pela a potencialidade na regulagdo hormonal dessas, através da sintese de hormonios, como
auxina, giberilina e citocinina.

Figura 10 - Desenvolvimento radicular no sétimo DAP inoculado com o isolado EB22.

Fonte: Registro da autora (2021).
No parametro de massa seca de parte aérea, houve diferenca estatistica entre os

tratamentos, como apresentado na tabela 5.

Tabela 5 - Massa seca (g) de parte aérea de alho inoculado com isolados de Bacillus

para controle de S. cepivorum.

Isolados Médias (*)
EB15 2,35b
EB22 2,80c
EB21 0,73b

CBS01-20 1,96b
Testemunha 0,19a
CV =28,43*

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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*Valores seguidos de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si.

Mais uma vez, observou-se a formacgao de trés grupos: o primeiro grupo ¢ formado pela
testemunha; segundo pelos isolados EB21, CBS01-20 e EB15 e o terceiro pelo isolado EB22,
em que obteve acréscimo de 2,07 g na massa seca de parte aérea, quando comparado a
inoculacdo de EB21, de menor média do segundo grupo, sendo 73,63% superior a esse. Quando
comparado a testemunha houve acréscimo de 2,61 g, havendo 93,21% de aumento na massa
seca de parte aérea. Sugeriu-se que, a utilizacdo do isolado EB22 apresentou grau de prote¢ao
do alho ao fungo S. cepivorum, bem como, na promocao de crescimento das plantas, sendo
necessarios novos estudando para aprimoramento de dados.

Aos 14 e 21 DAP, avaliou-se a capacidade de emergéncia, bem como, sintomas da
doenga nos bulbilhos, nas plantas e a presenca de esclerédios no solo (Figuras 11 e 12). O
tratamento inoculado com o isolado EB22 sugeriu potencialidade para emergéncia plena e
crescimento da cultura do alho, enquanto o tratamento inoculado com o isolado EB21
apresentou sintomas da doenga ja no estadio VE, impedindo o crescimento da planta e causando

podridao no bulbilho-semente.

Figura 11 - Emergéncia de bulbilho de alho inoculado o isolado de Bacillus EB22.

o

Fonte: Registro da autora (2021).
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Figura 12 - Bulbilho inoculado com o isolado EB21 presentando sintomas da doenga podridao
branca.

Queiroz e Sayd (2019) descreveram que a inducdo ao desenvolvimento do fungo nas
plantas de alho, iniciam com a presenca do hospedeiro, de esclerddios no solo e condigdes
ambientais favoraveis. Nao havendo prote¢do aos bulbilhos e manejo corriqueiro na producao,
havera infestagdes rapidas do fungo, impedindo o desenvolvimento de plantas e acarretando
perdas significativas. Neste sentido, o uso de microrganismos, como as rizobactérias para
biocontrole deve retardar essa infestacdo, possibilitando o desenvolvimento vegetal.

Na avalia¢do final, aos 45 DAP, alguns bulbilhos dos tratamentos T5 (testemunha) e T1
(CBS01-20) nao emergiram, possivelmente, por apresentarem alta incidéncia da doenca, bem
como a infestagdo de pragas, como o pulgdo (4phidoidea sp.), fazendo com que sua capacidade
de desenvolvimento fosse completamente acometida (Figura 13). Moura et al. (2013)
demonstraram a capacidade destrutiva que pulgdes possuem sobre as plantas de alho. Esses
insetos sdo sugadores de seiva de plantas, e podem acarretar o tombamento da planta, bem

como, na transmissao de doengas (viroses) através da “picada de prova”.
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Figura 13 - Bulbilho inoculado com CBS01-20, acometido por S. cepivorum causando a
doenca de podridao branca e ataque de pulgdes.

O isolado EB22 apresentou potencial de protecdo as plantas de alho, quanto a infestacao
do patdgeno. As plantas inoculadas com EB22 se desenvolveram normalmente, sugerindo,

ainda capacidade de estimulacdo ao desenvolvimento radicular, quando comparado a

inoculacdo com o isolado EB21 (Figura 14).

Figura 14 - Desenvolvimento radicular de bulbilhos inoculados com isolados EB21 ¢ EB22.

<

Fonte: Registro da autora (2021).

Sousa, Nascente e Filippi (2019), em seu trabalho utilizando Bacillus como promotor
de crescimento de plantas na cultura do arroz, destacaram a efici€éncia dessa rizobactéria, quanto
a comprimento radicular. Os autores ainda descreveram que a utiliza¢do de sementes inoculadas

com esse género de bactéria, vem proporcionando a agricultura, plantas com melhor
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desenvolvimento em campo, potencializando a produgdo pela melhor absorcdo de agua e

nutrientes e levando a resisténcia quanto a pragas e doengas.

4.3 QUANTIFICACAO DE S. Cepivorum NO SOLO UTILIZADO

A partir da técnica de diluicdo seriada, obteve-se a quantidade de 42 UFC/mL!,
sugerindo valor expressivo da populacdo do fungo S. cepivorum no solo dos tratamentos
(MUFATTO et al., 2016). Nesse sentido, sugeriu-se que os tratamentos T3, utilizando o isolado
EB21 e TS5 (testemunha) foram os mais afetados pelo ataque do fungo, consequentemente, no

desenvolvimento do vegetal (Figura 15).

Fi

Fonte: Registro da autora (2021).

O ataque do fungo, nessa fase inicial de desenvolvimento € crucial para o manejo da
cultura, pois, poucos sdo os fungicidas que atuam na fase inicial do desenvolvimento. Com isso,
o controle a doenga podriddo branca ¢ complexo, necessitando de muita atengdo no campo,
desde a semeadura até a colheita. Realizar manejos durante a cadeia produtiva do alho, como a
rotacao de cultura e o plantio direto € essencial para o controle de Sclerotium cepivorum, bem

como, incentivar Universidades, empresas a aprofundarem os estudos com microrganismos,
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como as bactérias do género Bacillus para o uso em TS (tratamento de semente) para a cultura
do alho.
5 CONCLUSAO

Nos testes in vitro, os isolados de Bacillus EBO1, EB15, EB21, EB22 e o isolado
CBSO01-20 apresentaram halo de inibi¢ao significativo ao crescimento do fungo S. cepivorum,
sendo o EB22 aquele que obteve maior de grau de inibicao.

No controle de S. cepivorum in vivo, nos dois experimentos do estudo, destacaram-se os
isolados EB17 e EB22 que apresentaram maior grau de protecao ao fungo S. cepivorum, assim
como estimularam o crescimento das plantas em condi¢des controladas, sugerindo potencial de

promocao e/ou protecao ao alho.
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