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RESUMO

A queima-bacteriana-do-alho causada por Pseudomonas marginalis pv. marginalis € uma das principais
doencas foliares da cultura e pouco se conhece de sua dindmica de sobrevivéncia no bulbilho. Dentro
deste aspecto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sobrevivéncia desta bactéria no bulbilho com e sem
assepsia durante o armazenamento. Bulbilhos de alho do cultivar Chonan foram inoculados com isolado
mutante a rifampicina de P. marginalis pv. marginalis para diferenciar de outras bactérias e foram
transplantados a campo. Ao final do ciclo da cultura foi avaliada a populagdo presente no bulbilho e
mensalmente até o sexto més de armazenamento. Para quantificacdo da populacdo bacteriana foram
realizadas trés repeticbes composta de dez gramas cada de bulbilhos sem e com assepsia com
hipoclorito de sddio por trés minutos, seguida do isolamento pela técnica de diluicdo seriada seguida de
plagueamento em meio de cultura King-B com rifampicina para isolamento seletivo da bactéria. Apds
incubacdo de 48 horas a 28 °C, as coldnias foram contadas para analisar mensalmente a sua
sobrevivéncia no bulbilho. Mediante aos resultados obtidos, a bactéria ndo tem capacidade de sobreviver
nos bulbilhos submetidos a assepsia durante o armazenamento, mas consegue sobreviver sem assepsia
por até trés meses.
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ABSTRACT

Bacterial soft rot of garlic caused by Pseudomonas marginalis pv. marginalis is one of the crop’s main leaf
diseases, and little is known about its dynamics of survival in the clove. Accordingly, this study set out to
determine this bacterium’s survival in the clove with and without asepsis during storage. Garlic cloves of
the Chonan cultivar were inoculated with an isolated rifampicin-resistant mutant of P. marginalis pv.
marginalis to distinguish them from other bacteria and were transplanted in the field. The population
present in the clove was evaluated at the end of the crop cycle and then on a monthly basis until the sixth
month in storage. To quantify the bacterial population, three replications were conducted with ten grams
each of cloves with and without asepsis by sodium hypochlorite for three minutes. Serial dilution was then
used for isolation, followed by plating in a King B culture medium with rifampicin for selective isolation of
the bacterium. After 48 hours of incubation at 28 °C, the colonies were counted on a monthly basis to
analyze their survival in the clove. The results indicate that the bacterium is unable to survive in cloves
subjected to asepsis during storage, but it can survive without asepsis for up to three months.
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A queima-bacteriana-do-alho (Allium sativum L.) causada por Pseudomonas marginalis pv. marginalis
(Brown) Stevens (sin. P. fluorescens biovar Il) € a mais importante bacteriose foliar na cultura em todo Brasil
(BECKER 2004). Os sintomas podem se manifestar em qualquer estadio de desenvolvimento da planta,
onde inicialmente as folhas apresentam uma descoloracéo parcial ou total e posteriormente a formacéo de
estrias amareladas alongadas e com a evolu¢do da doenca, ocorre um encharcamento de cor marrom e
amolecimento na nervura central (CALZOLARI & BAZZI 1985, SOUZA 2009, MARCUZZO 2018). O restante
do limbo pode permanecer verde e firme, porém, tende a ocupar todo o limbo foliar apresentando, ao final,
uma coloragdo marrom e ressequida com aspecto de maturacao fisiologica da planta (BECKER 1991). Os
sintomas podem progredir para o pseudocaule e bulbo podendo ocorrer o seu apodrecimento (LOPES &
QUEZADO-SOARES 1997). Entres as caracteristicas dessa bactéria é a emisséo de fluorescéncia em luz
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negra quando cultivada em meio de cultura King-B (ROMEIRO 1995, MOURA & ROMEIRO 1997).

A doenca disseminou por todo o Brasil, principalmente na regido do cerrado onde ndo havia a cultura.
Segundo BECKER (2004) e LUCINI (2004) descrevem que os bulbilhos contaminados é o responsavel por
introduzir essa doenca em novas areas, no entanto, BATISTA et al. (1989) alega que a bactéria nao
sobrevive nos bulbilhos apés seis meses de armazenamento, mas sem detalhes adicionais durante esse
periodo.

Mediante a isso, esse trabalho tem como objetivo avaliar a sobrevivéncia da bactéria nos bulbilhos
durante periodo de armazenamento do alho.

O trabalho foi conduzido no Instituto Federal Catarinense - IFC/Campus Rio do Sul, no municipio de
Rio do Sul, SC, (Latitude: 27°11'07" S e Longitude: 49°39'39” W, altitude 655 metros acima do nivel do mar)
durante o periodo de armazenamento em galpdo convencional coberto e ventilado lateralmente de
novembro de 2019 a maio de 2020, totalizando seis meses apds a colheita.

Foi utilizado isolado de P. marginalis pv. marginalis isolado de folhas de alho e mutante a rifampicina
(Pmm”) obtida de colbnia isolada em meio de cultura King-B contendo rifampicina 150 mg/L e plagqueada
por trés vezes consecutivas para manutencao da resisténcia a rifampicina. A finalidade da bactéria mutante
é ser diferenciadora de outras bactérias florescentes que ndo sdo isoladas devido o meio ser especifico
para esta.

Bulbilhos de alho do cv. Chonan foram microbiolizados por 5,5 horas (MARCUZZO 2002) em uma
suspenséo de Pmm" com 48 horas de crescimento preparada em solucdo salina (NaCl 0,85%), a uma
concentracdo em espectrofotbmetro de OD55020,5(1X109 UFC mL'l). ApOs esse periodo, a campo, foram
semeadas em quatro canteiros contendo cada um 5 metros de comprimento por 1,25 m de largura. Em cada
canteiro com cinco linhas foram semeados 250 bulbilhos, com espacamento de 0,25 entre filas e 0,10 entre
plantas. A calagem, adubacdo de plantio e de cobertura e os tratos culturais foram feitos conforme
recomendacéo para a cultura (NICK & BOREM 2017). Para os tratamentos fitossanitarios, visando ao
controle de doencas causadas por fungos, utilizou-se clorothalonil (200 g pc.100 L™) a cada sete dias ou
apo6s a precipitagdo acumulada de 25 mm. O clorotalonil ndo apresenta interferéncia sobre a bactéria em
estudo (MARCUZZO 1999).

No momento da colheita foram coletados dez bulbos e também a cada um més de armazenamento
para quantificacao da bactéria no bulbilho. A avaliacao da populagéo de Pmm" no bulbilho, foi feita em trés
repeticdes contendo sub-amostra de 10 gramas de bulbilhos com assepsia por trés minutos em solucéo de
hipoclorito de sddio a 1,25%, onde em seguida foram lavadas com agua destilada estéril e trituradas em
liquidificador por um minuto contendo 100 ml de solucéo salina (NaCl 0,85%). Um tratamento sem assepsia
seguiu 0os mesmos procedimentos. Uma alicota de 1 ml da solugéo foi transferida para tubo contendo
solucao salina e agitadas com auxilio de um agitador de tubos durante cinco segundos e, em seguida, foi
diluida em série até 10° e plaqueada com auxilio de alca de Drigalski em meio de cultura King-B, acrescida
de rifampicina a 150 mg L" e uma suspenséo de 100 pl de Clorotalonil (1,3 g L'l) espalhada em sua
superficie para ndo ocorrer a proliferacdo de fungos. Apds a incubacdo em estufa tipo B.O.D (Biological
Demand Oxigen) com temperatura de 28 °C por 48 horas, as colbnias de Pmm" foram contadas em camara
de luz negra para a observacao da fluorescéncia emitida pela bactéria mutante isolada dos bulbilhos com e
sem assepsia e expressa em UFC (unidade formadora de coldnia).

Mediante aos resultados obtidos, constatou-se que a populacdo de bactéria quando submetida a
assepsia superficial do bulbilho extinguiu a sua populacdo jA& no primeiro més de armazenamento,
evidenciando que a bactéria ndo sobrevive dentro do bulbilho e sim fora deste, como verificado no
tratamento sem assepsia (Tabela 1). Entre as hipéteses da bactéria ndo sobreviver dentro do bulbilho é
devido aos compostos quimicos do alho como a alicina (dialil-tiosulfinato) que tem efeito bactericida
(FONSECA et al. 2014, FERREIRA et al. 2016).

A caracteristica da bactéria estar externamente ao bulbilho por até trés meses é que as bactérias tem
a fase epifitica em seu ciclo de vida (ROMEIRO 1995). Nessa fase a bactéria acaba sobrevivendo a custa
de exsudados provenientes da planta ou das tlinicas e com isso acaba formando um biofilme sobre o
bulbilho, o que Ihe garante sua sobrevivéncia durante esse periodo de armazenamento (MARCUZZO 2009).
Quando esse bulbilho é semeado a campo a bactéria penetra pelos estdmatos das folhas primarias e inicia-
se 0 processo epidémico da doenca na cultura (BEATTIE & LINDOW 1995, MARCUZZO & DENARDIN
2008). Os resultados estao de acordo com BATISTA et al. (1989), pois eles ndo encontram a bactéria apds
seis meses de armazenamento e alegaram que as bactérias por estarem localizadas nas tdnicas externas,
nao sobrevivem a sua dessecacao.
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Tabela 1. Populacdo de Pseudomonas marginalis pv. marginalis em bulbilhos de alho cv. Chonan com e
sem assepsia na colheita e durante o armazenamento. IFC/Campus Rio do Sul 2019-2020.

Table 1. Population of Pseudomonas marginalis pv. marginalis in garlic cloves of the Chonan cultivar with
and without asepsis at harvest and during storage. IFC/Campus Rio do Sul 2019-2020.

Periodo Populacao bacteriana (UFC/10 gramas de bulbilho)
Sem assepsia Com assepsia

Colheita 1,23x10° 5,00x10"

1° més de armazenamento 1,67x10* 0

2° més de armazenamento 3,33x10° 0

3° més de armazenamento 6,67x10" 0

4° més de armazenamento 0 0

5° més de armazenamento 0 0

6° més de armazenamento 0 0

O periodo de sobrevivéncia da bactéria nos bulbilhos sem assepsia foi representado pela equacéo
polinomial y=15907x*-12170x+21875 com um coeficiente de determinacdo altamente significativo de 92%,
do qual reduziu de uma populacdo de 1,67x10" para 6,67x10" UFC/10 gramas de bulbilhos no terceiro més.
Em relagdo aos bulbilhos submetidos a assepsia seguiu uma linear exata (R=1) expressa em
y=-50000x+10000, ja que so foi constatada durante a colheita (Figura 1).

Neste trabalho comprova o descrito por LUCINI (2004), em que a doenca se proliferou no cerrado
devido ao bulbilho contaminado. Isso é condizente, porque o plantio no cerrado comega em fevereiro com
20 a 50% de bulbilhos sementes vindo do sul do Brasil que é colhido em novembro/dezembro e que tem a
populacdo bacteriana (Tabela 1 e Figura 1) presente no bulbilho para iniciar a epidemia da doenca na
lavoura. No entanto, aqui no sul do Brasil como o plantio inicia na maioria em junho, apds seis meses de
armazenamento, a bactéria ndo tem capacidade de sobreviver no bulbilho, confirmando com os resultados
encontrados por BATISTA et al. (1989).
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Figura 1. Regressdo da populacdo de Pseudomonas marginalis pv. marginalis em bulbilhos de alho cv.
Chonan com e sem assepsia na colheita e durante o armazenamento. IFC/Campus Rio do Sul
2019-2020.

Figure 1. Regression of the population of Pseudomonas marginalis pv. marginalis in garlic cloves of the
Chonan cultivar with and without asepsis at harvest and during storage. IFC/Campus Rio do Sul
2019-2020.
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Em funcéo disso uma medida simples e barata € fazer antes no plantio a imersdo dos bulbilhos em
solucao de hipoclorito de sddio 1,25% por trés minutos, seguida de lavagem com agua com a finalidade de
eliminar essa populacdo externa e ndo gerar o processo de infeccdo nas folhas priméarias e a consequente
epidemia que ocorrera dentro da lavoura. Resultado oposto foi encontrado por MARINGONI & KIMOTO
(2016) quando imergiram bulbilhos por 30 minutos em solucdo (2 g L) de acetato clprico e de
oxitetraciclina, mas sem caracterizar a populacdo bacteriana no bulbilho e o tempo de armazenamento.

Mediante aos resultados, a bactéria tem capacidade de sobreviver externamente ao bulbilho durante
trés meses de armazenamento, mas nao quando submetida a assepsia em solucédo de hipoclorito de sodio
1,25% por trés minutos.
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