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RESUMO

A associagao de plantas com rizobactérias benéficas pode promover o crescimento
vegetal e o biocontrole de doengas, reduzindo custos de produc¢édo e diminuindo o
impacto dos agrotdxicos no meio ambiente. Com o objetivo de avaliar rizobactérias
quanto a capacidade de promover o crescimento de plantas de cebola e seu efeito
sobre patdégenos da parte aérea na fase de producdo de mudas, bem como, avaliar
o efeito das rizobactérias na producéo, classificacdo e armazenamento de bulbos de
cebola cv. Bola Precoce, foram conduzidos quatro trabalhos na Estagao
Experimental da Epagri, ltuporanga, SC, nos anos de 2007 e 2008. Foram testadas
as rizobactérias Pseudomonas spp. (W1, W2, W5, W6), Bacillus megaterium (W7,
W19), Pseudomonas alcaligenes (W15), Paenibacillus polymyxa (W18), Bacillus
cereus (UFV 040) e Pseudomonas putida (UFV 043), juntamente com uma
testemunha nao tratada. No primeiro ano, foram avaliadas mudas de cebola em
canteiros pelos parametros: emergéncia, plantas remanescentes, tombamento,
altura, didmetro do pseudocaule, massas fresca e seca da parte aérea das mudas
no momento do transplante. A area foliar afetada pelos patégenos Peronospora
destructor e Botrytis squamosa foi avaliada semanalmente, quantificando-se a area
abaixo da curva de progresso das doencas (AACPD). Foi realizada avaliagéo
biométrica aos 90 dias apds o transplante e producgao e classificagao de bulbos aos
128 dias. Foi avaliada a percentagem de perda de massa e bulbos aos 50, 80 e 120
dias apds a colheita. As sementes que receberam o isolado de Bacillus cereus
UFV40 apresentaram mudas com menor severidade de Peronospora destructor. Os
tratamentos com os isolados de Pseudomonas spp. W6, Bacillus megaterium W19 e
Bacillus cereus UFV40 apresentaram plantas com maior producdo de bulbos. O
isolado de Bacillus cereus UFV40 exerceu um efeito positivo sobre a producao de
biomassa da parte aérea aos 90 dias apds o transplante das mudas, resultando em
aumento no tamanho e melhor classificacdo de bulbos. Em 2008, em ambiente
protegido, foi avaliado o volume do sistema radicular e produgdo de biomassa de
plantas cujas sementes foram microbiolizadas com rizobactérias Pseudomonas spp.
W6, Bacillus megaterium W19, Bacillus cereus UFV40, aplicadas isoladamente ou
em mistura. Foi verificada a influéncia dos tratamentos sobre o volume radicular e
producao de biomassa das folhas de cebola. Nesse periodo, foi avaliado o efeito dos
tratamentos na produgdo de mudas e bulbos no campo. Foi verificado que os
tratamentos com rizobactérias promoveram aumento da massa fresca das plantas e
producdo de bulbos, sendo que Bacillus megaterium W19, promoveu a maior
producdo e melhor classificacdo dos bulbos. Em funcdo dos resultados das
pesquisas, existe potencial para a formulagao de inoculantes a base de rizobactérias
para utilizagdo comercial, uma das alternativas de produgao agricola com potencial
para promog¢ao do crescimento vegetal.

Palavras-chave: Allium cepa, RPCV, Microbiolizacdo, Promogao de crescimento.
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ABSTRACT

Plant association with benefic rhizobacteria can enhance plant growth and diseases
biocontrol, reducing production costs and environment pesticides impact. Four
experiments were carried out (Epagri Experimental Station in ltuporanga, SC, Brazil)
in 2007/2008 to evaluate the impact of rhizobacteria in plant growth and its effect on
pathogens of aerial part in seedlings production, on the production growth potential,
ranking and storage of cv Precoce Bola onion bulbs . The following rhizobacteria
were tested: Pseudomonas spp. (W1, W2, W5 and W6), Bacillus megaterium (W7,
W19), Pseudomonas alcaligenes (W15), Paenibacillus polymyxa (W18), Bacillus
cereus (UFV 040) and Pseudomonas putida (UFV 043) along with a control
treatment. In 2007 the following variables were evaluated in field hotbeds:
emergence, remaining plants, lodging, height, diameter of pseudo-culm, fresh and
dry matter of seedlings aerial part at transplanting. Leaf area affected by pathogen
Peronospora destructor and Botrytis squamosa was evaluated weekly by measuring
the area below the diseases progress curve (AUDPC). A biometric evaluation was
made 90 days after transplanting and production and ranking of bulbs at the 128"
day. Weight loss percentage of bulbs was calculated at the 50", 80" and 120" day
after harvest. Seeds which received isolate of Bacillus cereus UFV 40, yielded
seedlings with less severity of Peronospora destructor. The isolates of Pseudomonas
spp. W6, Bacillus megaterium W19 and Bacillus cereus UFV 40 presented the best
results in bulb yields. The isolate of Bacillus cereus UFV40 showed a positive effect
on the parameters related to biomass production in the aerial part at 90 days after
seedling transplanting, resulting in size increase and better ranking of bulbs. In 2008
the microbiolized rhizobacteria Pseudomonas spp. W6, Bacillus megaterium W19,
Bacillus cereus UFV40 in isolated seeds or in mixtures, were evaluated in
greenhouse for root volume and onion leaves biomass production. Effect of
rhizobacteria on root volume and onion leaves biomass production of plants was
observed. During this period the effect of treatments on production of seedling and
bulbs was evaluated, in the field. Treatments with rhizobacteria caused increase in
fresh weight of plants and production of bulbs; Bacillus megaterium W19 showed
higher production and better increase and ranking of bulbs. According to these
results there is a potential for the formulation of inoculants with rhizobacteria for
commercial use, which is an alternative for agricultural production with potential to
stimulate plant growth.

Key words: Allium cepa, PGPR, Microbiolization, Promotion of growth.
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1. INTRODUGCAO

A cebola, Allium cepa (L.), € uma das plantas cultivadas de mais ampla
difusdo no mundo. Originaria da Asia, foi introduzida no Brasil pelos portugueses no
século XVI, é uma das hortaligas mais importantes, sendo cultivada na maioria das
regides brasileiras (BOITEUX & MELO, 2004). A area plantada no Brasil, na safra
2007/08, foi de 61.452 ha, com producao de 1.211.872 t e rendimento médio de 19,7
t.ha™ (IBGE, 2008). Ocupa o terceiro lugar entre as hortalicas de maior expressao
econdmica do Brasil e constitui atividade socioeconémica de grande relevancia para
os Estados da Regiao Sul.

A nutricdo adequada das plantas € um desafio enfrentado pelos
agricultores, que utilizam grandes quantidades de adubos quimicos para melhorar a
fertilidade do solo, além de agrotéxicos, principalmente fungicidas, para proteger as
lavouras contra doencas foliares, devido ao clima umido (BOEING, 2002). Os
resultados de pesquisas e a conscientizacdo sobre os efeitos danosos dos adubos
quimicos e agrotoxicos (CAMPANHOLA et al., 1997), juntamente com a elevagao do
custo de aquisicdo desses insumos, justificam as pesquisas sobre o uso de
inoculantes bacterianos para promogao de crescimento vegetal e controle de
patdgenos.

Na rizosfera, regidao do solo que circunda a raiz e esta sob a influéncia do
sistema radicular, predominam bactérias de vida livre ou associadas aos tecidos das
plantas. O termo rizobactéria caracteriza as bactérias da rizosfera que colonizam as
raizes das plantas, denominadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal
(RPCV) quando apresentam efeitos positivos sobre as culturas (LUZ, 1996). Varios
géneros bacterianos sdo conhecidos pela capacidade de promover o crescimento
vegetal, entre eles, Bacillus e Pseudomonas, de importancia reconhecida e
comercialmente utilizados em muitos paises como inoculantes e biofertilizantes, uma
alternativa para diminuir a utilizagdo de adubos quimicos e agrotoxicos (BASHAN &
BASHAN, 2005).

O tratamento de sementes com microrganismos antagdnicos, denominado
microbiolizagdo de sementes (LUZ, 1993), pode proporcionar o controle de
patdgenos habitantes da superficie das sementes e de patdgenos presentes no solo
(CARDOSO & FREITAS, 1992). A esse respeito, existem casos comprovados em
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que a inoculagdo com rizobactérias torna a parte aérea mais resistente a patdgenos
(PIETERSE et al., 2000).

As pesquisas com rizobactérias ndo simbidticas, utilizadas como tratamento
de sementes, foram iniciadas no século XIX com o objetivo de melhorar o
crescimento e o rendimento das plantas (FREITAS, 2007). Paises como Russia,
Ucrania e india foram os primeiros que realizaram pesquisas e utilizaram
microrganismos bacterianos na agricultura. O conceito de rizobactérias promotoras
de crescimento vegetal foi estabelecido em 1978 com a utilizagdo de estirpes
especificas de Pseudomonas fluorescens (Migula) e de Pseudomonas putida
(Trevisan) (KLOEPPER & SCHROTH, 1978). Apds esses resultados, as RPCV
passaram a ser pesquisadas numa grande amplitude de espécies vegetais
(MARULANDA-AGUIRRE et al., 2008; HARIPRASAD & NIRANJANA, 2009).

Na China, as RPCV sao conhecidas e comercializadas como bactérias que
aumentam a produtividade e em 1987 ja eram aplicadas em larga escala, em 48
diferentes culturas, atingindo 3,35 milhbes de hectares. No Brasil, o uso de
rizobactérias € mais recente, e os primeiros trabalhos realizados ao final da década
de 80 tinham o objetivo de promover o crescimento de tomateiro e cafeeiro em
condigcbes de casa de vegetacdo (MARIANO et al., 2004). Atualmente, existem
varios trabalhos com rizobactérias visando ao controle de doengas e a promog¢ao do
crescimento de plantas (JAGADEESH et al., 2006; KUMAR et al., 2009).

A inoculagdo com RPCV pode produzir aumento na massa radicular, devido
a capacidade de produzir horménios vegetais, que promovem o alongamento
radicular e o aumento de raizes laterais, aumentando o volume de raizes
(LAZZARETTI & MELO, 2005). Plantas inoculadas podem absorver mais
rapidamente minerais da solugcdo do solo e, consequentemente, acumular mais
massa seca. A associagao de plantas com rizobactérias benéficas vem adquirindo
importancia crescente por ter efeitos na promog¢ao de crescimento, no biocontrole de
doencas radiculares e foliares e, consequentemente, reduzindo custos de produgao
e diminuindo o impacto dos agrotéxicos no meio ambiente (ROMEIRO & BATISTA,
2002). Em sistemas sustentaveis, o uso de rizobactérias promotoras de crescimento
pode ser uma das alternativas tecnoldgicas viaveis para aumentar a produgéo,
sendo implementada pela microbiolizacdo de sementes com microrganismos
(BROWN, 1974; LUZ, 1993).
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Os beneficios do uso de RPCV foram comprovados em diversas culturas
(VESSEY, 2003; LUCY et al., 2004), e a maioria das pesquisas foi realizada em
vasos com solo esterilizado. Os resultados de pesquisas laboratoriais e de estufa
séo significativos, entretanto os resultados de campo sao inconsistentes (SIDDIQUI,
2005). A maioria dos trabalhos com RPCV estd baseada em sua relagdo com
cereais e gramineas, sendo poucos os trabalhos com a cultura da cebola,
principalmente no Brasil.

Apos um aprofundamento tedrico, acompanhado de pesquisas de campo
nas fases de mudas e crescimento vegetativo em diferentes condicbes
edafoclimaticas, que buscaram avaliar os efeitos das rizobactérias microbiolizadas
em sementes de cebola, construiu-se a presente tese.

Esse trabalho foi dividido em quatro capitulos, com resultados dos
experimentos realizados nas safras 2007 e 2008. O primeiro se refere a
microbiolizagdo de rizobactérias nas sementes de cebola e seus efeitos sobre a
producdo de mudas, promogao de crescimento e severidade de doengas. O
segundo capitulo se refere a continuidade do estudo dos efeitos na fase de
producao de bulbos, avaliando-se o efeito benéfico ou ndo da microbiolizagdo das
sementes com rizobactérias na producgao, classificacdo e armazenamento de bulbos
de cebola, com selecdo dos isolados mais promissores para aplicacdo como
inoculante. O terceiro capitulo se refere ao experimento em casa-de-vegetacgao,
observando-se o efeito sobre o enraizamento das plantas que receberam a
microbiolizagdo das sementes com os isolados benéficos selecionados nos
primeiros capitulos, aplicados em separado ou em mistura de isolados. O quarto
capitulo se refere ao experimento em campo, observando-se o desempenho
agrondmico da cebola em relagdo aos tratamentos de microbiolizagdo de trés

rizobactérias, aplicadas em separado ou em mistura dos isolados.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar o efeito da microbiolizagdo com rizobactérias em sementes de
cebola sobre o crescimento e controle de doengas fungicas de mudas, bem como,

na producao, classificacdo e armazenamento dos bulbos.

1.1.2 Especificos

- Avaliar in vivo o efeito de rizobactérias microbiolizadas nas sementes
quanto a promocao do crescimento de plantas de cebola e na severidade de
doencas foliares em mudas, bem como, seu efeito na producédo, classificagcao e
conservagao de bulbos durante o armazenamento.

- Avaliar o efeito da microbiolizagcdo de rizobactérias, isoladamente ou em
mistura, sobre o crescimento da parte aérea e sistema radicular das plantas de
cebola em ambiente protegido.

- Avaliar a influéncia de rizobactérias microbiolizadas, isoladamente ou em

mistura, sobre o crescimento e a produtividade da cebola, cultivadas no campo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. IMPACTO DOS MICRORGANISMOS NA RIZOSFERA

Os microrganismos sao o0s componentes mais numerosos da fragcéo
biolégica do solo. A comunidade microbiana na rizosfera é representada por
populacdes diversificadas em estado de equilibrio dindmico, refletindo o ambiente
fisico, quimico, bioldgico e suas relagcbes (EHRENFELD et al., 2005). As bactérias
do solo formam um de microrganismos que apresenta maior abundéancia e
diversidade entre as espécies. Em termos gerais, estima-se que existam umas
30.000 espécies de bactérias das quais somente 8% sao identificadas (BAREA et
al., 2005).

A rizosfera, volume de solo que circunda as raizes, € um habitat altamente
favoravel a proliferacdo de microrganismos, que desempenham fungdes importantes
no sistema solo-planta, participam de diversas atividades que afetam o crescimento,
nutricdo e sanidade das plantas, e também beneficiam a qualidade do solo
(SORENSEN, 1997). Os microrganismos podem estimular a emergéncia das
sementes e o enraizamento pela acdo de horménios de crescimento e outras
substancias secretados pelos mesmos (JAGADEESH et al., 2006). Podem aumentar
a disponibilidade de nutrientes pela agcdo sobre os ciclos biogeoquimicos, como
fixagdo de nitrogénio, solubilizacdo de elementos minerais e mineralizacdo de
nutrientes de compostos orgéanicos (PEREIRA, 2001). Melhoram a estrutura do solo
contribuindo para a formacdo de agregados estaveis. Atuam como agentes de
controle biolégico de patdgenos e podem eliminar produtos xenobidticos como
agrotoxicos (ZHUANG et al.,, 2007). Melhoram a resisténcia e/ou tolerancia aos
estresses bidticos e abidticos (SCHEUNERT, 1994).

A interface das raizes com o solo define o ambiente rizosférico, e as
modificagdes fisicas e quimicas que as raizes produzem, criam um ecossistema
especializado, em que o crescimento das populagdes na comunidade microbiana
pode ser beneficiado ou inibido (SIQUEIRA & FRANCO, 1988). Uma parte
significativa do carbono fixado pelas plantas durante a fotossintese é liberado no

solo durante rizodeposicao. Os exsudatos das raizes sao ricos em aminoacidos,
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monossacarideos e acidos organicos, servindo como principal fonte de nutrientes e
como apoio a um crescimento dindamico e a atividade de diversos microrganismos no
interior e na proximidade das raizes, o que contribui para o solo e a sanidade das
plantas (FROMIM et al., 2005). A presenca de nutrientes organicos exsudados pelas
raizes proporciona nichos atrativos para a maioria dos microrganismos que podem
explora-los. Esses nichos sado seletivos, de tal forma que apenas um numero
limitado de espécies microbianas predomina num determinado momento. A
composi¢cado dos exsudatos sofre mudangas em varias fases do desenvolvimento da
planta (PEREIRA, 2001).

A existéncia de um microrganismo em um determinado tempo e lugar
resulta da sua evolugdo, da existéncia de fatores abidticos favoraveis ou
desfavoraveis ao seu desenvolvimento e das interagdes benéficas e/ou deletérias
exercidas por outras populagdes da comunidade microbiana. Portanto, as interaces
biologicas determinam a densidade e a atividade das populagdes na comunidade
microbiana rizosférica (SIQUEIRA & FRANCO, 1988). A colonizag&o da bactéria na
rizosfera é essencial para o estabelecimento e o desenvolvimento das comunidades
microbianas associadas as raizes. A mobilidade, a rapida taxa de crescimento e a
aderéncia radicular s&o caracteristicas importantes para tornar a colonizagao
eficiente (FREITAS, 2007).

As rizobactérias devem apresentar trés caracteristicas: colonizar as raizes,
sobreviver e se multiplicar, competindo com a microbiota nativa e estimulando o
crescimento vegetal. A promocgéo no crescimento vegetal por RPCV é quantificado
por melhorias de emergéncia, biomassa e rendimento em varias espécies de plantas
(KLOEPPER, 2003; LUCY et al., 2004). Desde seu reconhecimento como um
importante subconjunto de microrganismos que colonizam as raizes, nas trés ultimas
décadas, varios estudos foram desenvolvidos a fim de identificar RPCV em
diferentes sistemas agricolas (KLOEPPER et al., 1991; VESSEY, 2003). Com base
nos resultados desses estudos as RPCV ganharam atengdo como um importante

grupo de bactérias benéficas.
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2.2. PROMOGCAO DO CRESCIMENTO POR RIZOBACTERIAS

Apesar da utilizacdo dos meios disponiveis de protecao de plantas, cerca de
um terco das culturas produzidas sao destruidas por pragas e doencgas. A utilizagao
de agrotoxicos tem contribuido para a produgdo de alimentos pelo controle de
pragas e doengas. No entanto, a utilizagdo dessas substancias durante as ultimas
trés décadas tem suscitado um grande numero de problemas ecoldgicos
(NAKKEERAN et al., 2005).

O manejo de alguns microrganismos presentes nos solos tém mostrado
bons resultados no controle de fitopatdégenos, principalmente daqueles causadores
de podriddes de sementes, raizes e colo de plantas (CRUZ et al., 2005). Os
microrganismos podem promover o crescimento vegetal e ativar mecanismos de
resisténcia no hospedeiro, aumentando o rendimento e a biomassa produzida pela
planta (NAKKEERAN et al., 2005).

Na associacdo com as plantas, as rizobactérias podem ter efeito deletério,
nulo ou benéfico. Aquelas que estabelecem uma associagdo benéfica com as
plantas tém sido isoladas, multiplicadas, formuladas e utilizadas como pratica
agrondmica rotineira em alguns paises, favorecendo o desenvolvimento e a
produtividade das plantas (LUZ, 1996). As RPCV tém sido usadas, inclusive
comercialmente, para aumentar a produtividade de culturas e para o controle
bioldgico de organismos causadores de certas enfermidades de plantas. A utilizag&o
de RPCV torna-se uma alternativa atraente a ser considerada em programas de
manejo integrado (LUZ, 1996; MARIANO & ROMEIRO, 2000).

Pesquisadores tém obtido resultados positivos na emergéncia de sementes
(ENEBAK et al, 1998; RANI et al., 2003), no crescimento de plantas e no rendimento
de graos de trigo e milho (LUZ, 2001a; 2001b). Os aumentos de rendimento
atribuidos a RPCV variaram entre 18% e 28% para trigo € 8% e 16% para milho.
Segundo Luz (2001a; 2001b), a microbiolizagao de sementes € uma alternativa para
tratamento de sementes de milho no Brasil para o controle de varios patogenos e
também como promotora de emergéncia e crescimento de plantas (DEY et al., 2004;
SARAVANAKUMAR et al., 2007).
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2.2.1. ESPECIFICIDADE DAS RIZOBACTERIAS

A interacdo entre isolados de rizobactérias e plantas é estudada e
aparentemente nao existe consenso sobre o assunto (BOTELHO et al., 2006;
FREITAS, 2007). Apesar de alguns autores ndo considerarem a especificidade
bactéria-hospedeiro como essencial para a promogédo de crescimento (QUADT-
HALLMANN & KLOEPPER 1996, SHISHIDO & CHANWAY 1998), outros
pesquisadores enfatizam a importancia dessa especificidade (ENEBAK et al., 1998;
SRINATH et al., 2003).

Na literatura existem exemplos demonstrando que a mesma estirpe de
rizobactéria pode ser eficaz em diferentes espécies de plantas, tipos de solo e
regibes (ANTOUN & PREVOST, 2005). Os resultados obtidos por Melo & Valarini
(1995) indicam que as rizobactérias isoladas de plantas de feijoeiro e cenoura n&o
apresentaram especificidade de agao para biocontrole de Fusarium solani (Mart.) em
pepino. Gomes et al. (2003) utilizaram Bacillus pumilus (Meyer & Gottheil) e
Bacillus thuringiensis (Berliner) obtidos da rizosfera de couve e observaram que os
isolados promoveram crescimento significativo em plantas de alface, evidenciando
que nao houve especificidade. As bactérias facilmente podem colonizar espécies
diferentes, até mesmo com maior intensidade e promover-lhes o crescimento.

Melo et al. (2002) demonstraram falta de especificidade dos isolados de
Bacillus quanto a promogao do crescimento. Isolados provenientes de couve, feijao
e rabanete promoveram o crescimento em mudas micropropagadas de abacaxi.
Garcia et al. (2003) observaram que o isolado de P. fluorescens obtido de Lupinus
albus (L.) colonizou a rizosfera de plantas de pimenta. A determinagdo de
especificidade pode ser avaliada indiretamente pela inoculagcdo de isolados de
bactérias na mesma espécie de planta da qual foi isolada ou em espécies diferentes.

Em outros estudos, no entanto, parece haver especificidade de resposta
para espécies tratadas com RPCV. Assim, isolados promotores de crescimento em
uma espécie de planta podem nao ser efetivos em outras. Alguns trabalhos sugerem
que bactérias isoladas da mesma variedade da planta que se deseja inocular, sejam
mais eficientes, especialmente quando a populagdo de microrganismos nativos esta

presente. Organismos adaptados as condicdes ambientais da regido podem
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apresentar melhores condi¢gées para concorrer com a microbiota nativa, tanto pela
adaptacdo as condigdes edafoclimaticas, quanto pelo aumento populacional
promovido pela inoculagdo (SUMMER, 1990; ROESCH et al., 2005).

2.2.2. 0S GENEROS PSEUDOMONAS E BACILLUS

Foram identificados como RPCV uma diversidade de cepas dos géneros
como Aeromonas, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, Arthobacter, Bacillus,
Clostridium, Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsiella, Pseudomonas e Serratia
(PODILE & KISHORE, 2006). A diversidade de RPCV na rizosfera varia de acordo
com a espécie, tipo de solo e de nutrientes disponiveis (TILAK et al., 2005). Entre o
leque variado de RPCV identificados, Pseudomonas spp. e Bacillus spp. dispdéem de
uma ampla distribuicdo e sdo os mais extensivamente estudados (KISHORE &
PANDE, 2007; MENA-VIOLANTE & OLALDE-PORTUGAL, 2007).

De todos os microrganismos que colonizam a rizosfera, os mais comuns sao
as bactérias gram-negativas, e o género Pseudomonas €& o0 que predomina
(HERNANDEZ, 2000). Esse género apresenta propriedades que o colocam dentro
das RPCV como agente de biocontrole, pois as bactérias deste grupo tém a
capacidade de crescer colonizando os 6rgaos das plantas tais como raizes e
tubérculos, utilizam um grande numero de substratos orgénicos comumente
encontrados em exsudatos radiculares e produzem uma grande variedade de
metabdlitos secundarios téxicos a fungos e bactérias fitopatogénicas, entre os quais
se destacam os antibiéticos e os alcaldides (HERNANDEZ et al., 1999). Além da
antibiose, certas espécies de Pseudomonas, particularmente as do grupo
fluorescente, produzem sideréforos na rizosfera, privando e inibindo o crescimento
de outros microrganismos (FREITAS, 2007).

Conforme Nelson (2004), para que agentes de biocontrole sejam efetivos, é
essencial que cresgcam, proliferem e, desse modo, sejam competitivos com a
microbiota do solo. Linhagens de Pseudomonas podem colonizar rapidamente sitios
especificos do sistema radicular e da rizosfera, como também da espermosfera, area
de influéncia ao redor das sementes, mais expressiva durante sua germinacao,

atuando como barreira a infecgao por fitopatdégenos.
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As rizobactérias do género Bacillus tém potencial para serem utilizadas
como inoculantes para as culturas, pois mantém sua viabilidade quando estocadas
por longos periodos (PETRAS & CASIDA, 1985). Por exemplo, em milheto e ervilha,
as espécies Bacillus circulans (Jordan) e Bacillus megaterium var. phosphaticum
(Bary) aumentaram a massa de planta e a absor¢ao de fésforo, respectivamente
(RAJ et al., 1981). Do mesmo modo, Gaind & Gaur (1991) relataram que um
inoculante de Bacillus subtilis (Ehrenberg) aumentou a biomassa e a producgéo de
graos de feijao cultivado em uma area deficiente em fésforo. Em outro estudo, Datta
et al. (1982) constataram que uma estirpe de Bacillus firmus (Bredemann & Werner)
aumentou a producao de arroz com maior absorg¢ao de fésforo.

O biocontrole de doengas tem sido alcangado com Pseudomonas e Bacillus
em diversas culturas importantes. Os mecanismos de controle por rizobactérias
incluem antibiose, competicdo e parasitismo. Segundo Melo & Faull (2000), a
bactéria B. subftilis apresenta a vantagem de possuir endosporos, estruturas de
sobrevivéncia termotolerantes, resistentes a dessecagdo, além de produzir uma
gama de antibiéticos com atividade contra uma série de fitopatdogenos. B. subtilis
pode atuar por antibiose e parasistismo, aderindo as células da bactéria a parede da

hifa hospedeira.

2.2.3. MODO DE AGAO DAS RIZOBACTERIAS

Rizobactérias tém sido utilizadas como inoculantes para biofertilizacao,
biorremediacao, biopesticidas e fitoestimuladores. Os efeitos benéficos das
rizobactérias nas plantas podem afetar o crescimento vegetal de forma direta e
incluem, por exemplo, a fixagdo biolégica de nitrogénio, sintese de sideréforos,
producdo de horménios, solubilizacdo de fosforo e aceleragdo dos processos de
mineralizagdo (PERSELLO-CARTIEAUX et al., 2003). Os mecanismos de agao
indireta incluem a inducdo de resisténcia sistémica nos vegetais, diminuigdo de
fatores de estresse como etileno endoégeno, produgéo de antibidticos e antagonismo
a fitopatdgenos, entre outros fatores (OLIVEIRA et al., 2003; DONZELI, 2006).

As interacbes entre as raizes de plantas e microrganismos desempenham

um papel determinante na ciclagem e disponibilidade de nutrientes minerais as
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plantas e melhoria na eficiéncia de utilizacdo da agua. Na realidade, pelos seus
numerosos mecanismos de acdo, as RPCV podem promover uma redugao
significativa na utilizagdo de fertilizantes quimicos. Esses efeitos benéficos podem
agir simultaneamente ou sequencialmente, contribuindo para o crescimento de
plantas, o aumento da produtividade das culturas e na melhoria da qualidade
(ANTOUN & PREVOST, 2005).

A disponibilizagdo de nutrientes, como a solubilizagdo de fosforo, € outro
mecanismo de promog¢ao de crescimento das plantas pela agao das rizobactérias.
No solo, existem microrganismos capazes de transformar o fésforo em formas
disponiveis para as plantas, e pesquisas comprovaram a existéncia de elevada
percentagem de microrganismos solubilizadores de fésforo concentrados na
rizosfera de plantas (KUCEY 1983; ILLMER et al., 1995). Diferentes espécies de
rizobactérias dos géneros Pseudomonas e Bacillus foram identificadas como
capazes de solubilizar compostos fosfatados inorganicos (RODRIGUES & FRAGA,
1999). A solubilizagdo do fosforo também esta relacionada a fatores ambientais
como niveis nutricionais e interagdo com outros organismos do ambiente.

Mesmo a diversidade de bactérias solubilizadoras de fosforo presentes no
solo sendo grande, os niveis populacionais geralmente s&o baixos, ocorrendo
competicdo com outras bactérias comumente associadas a rizosfera. Para que a
quantidade de fosforo liberado por esses organismos seja suficiente para promover
o0 crescimento vegetal, deve-se promover a inoculagdo desses organismos em
concentracgdes elevadas. O principal mecanismo de agao na solubilizagao de fésforo
mineral é por meio dos acidos organicos sintetizados por microrganismos (OLIVEIRA
et al., 2003).

A fixagcdo do nitrogénio atmosférico € um mecanismo bem estudado e ha
varios exemplos descritos na literatura de isolamento de rizobactérias com
capacidade de fixar nitrogénio e disponibiliza-lo as plantas (CANBOLAT et al., 2006).
No género Bacillus, por exemplo, existem espécies fixadoras de nitrogénio
atmosférico como Paenibacillus polymyxa (Prazmowski) e a B. megaterium, e
também espécies solubilizadoras de fosfato como a Bacillus cereus (Frankland &
Frankland). Espécies de Bacillus e Pseudomonas tém tempos de geragao
respectivamente 2,5 e 15,0 vezes menores na rizosfera do que no solo nao
rizosférico em vista da maior disponibilidade de substratos (MOREIRA & SIQUEIRA,

2006). A quantidade de diversos tipos de microrganismos na rizosfera pode exceder
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mais de mil vezes aquela do solo nao rizosférico. Entre espécies nao leguminosas, a
ocorréncia da fixacao biolégica de nitrogénio ainda € um tema controverso
(EHRENFELD et al., 2005).

A produgdo de horménios de crescimento por rizobactérias também pode
promover o crescimento das plantas (LUZ, 1996). A produgdo de acido 3-indol
acético (AlA) foi detectada em rizobactérias. Os efeitos da producao de AlA pelas
RPCV sao a maior proliferagao e alongamento das raizes, proporcionando facilidade
na retirada de agua e nutrientes do solo. Ha ainda outros relatos de RPCV
produzindo outros horménios como etileno, auxinas e citocininas (CEZON et al.,
2003; DEY et al., 2004).

Experimentos in vitro e in vivo tém demonstrado que os sideréforos
desempenham um importante papel no biocontrole de diferentes fungos
fitopatogénicos que atacam as culturas de interesse econdmico. A capacidade
dessas bactérias de sequestrar ferro fornece uma vantagem competitiva aos
microrganismos, evidenciando, em muitos casos, que sideroforos podem ser o fator
responsavel pelo controle biolégico (O’'SULLIVAN & O'GARA, 1992).

Sideréforos (do Grego: “carregadores de ferro”) s&o moléculas
sequestradoras de ferro de baixo peso molecular e elevada afinidade pelo substrato,
como por exemplo a enterobactina, secretadas por microrganismos em resposta a
baixa disponibilidade de Fe*® em solucdo. Apesar de, por definicdo, os siderdforos
possuirem altas afinidades por ferro, muitos podem formar também complexos
relativamente estaveis com cobre, aluminio, molibidénio e alguns outros elementos
(BENITE et al., 2002). Esses compostos atuam do lado externo da membrana
celular, capturando moléculas de ferro em solugdo e ligando-se especificamente a
receptores do complexo localizados na membrana, por onde s&o absorvidos,
tornando assim o ferro absorvido disponivel para o crescimento dos vegetais. Esses
compostos atuam como promotores de crescimento pela capacidade de prevenir a
proliferagdo de fitopatégenos no ambiente rizosférico, sequestrando a maioria do
Fe*™ disponivel, desta forma facilitando o crescimento vegetal (OLIVEIRA et al.,
2003).

A inducdo de resisténcia pode ser definida como um processo de defesa
ativa da planta, em que esta utiliza multiplos mecanismos induzidos sistemicamente
por agentes bidticos e abidticos, e que se apresenta eficiente contra uma variedade

de patégenos de plantas (LUZ, 1996). Apds exposicao a um agente indutor, que
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pode ser uma rizobactéria, as plantas tém seus mecanismos de defesa ativados nao
apenas no sitio de indugdo como também em outros locais dele distantes, de forma
mais ou menos generalizada (ROMEIRO, 2002). Ha relatos de inducéo de
resisténcia sistémica a diversos patdogenos, como indugao de resisténcia multipla em
tomateiro a patégenos pelo uso da rizobactéria B. cereus isolado UFV-101 (SILVA,
2002). Em estudos realizados por Silva (2002) detectou aumento de atividade de
enzimas indicadoras do estado de indug&o, como lipoxigenases e polifenoloxidases,
em plantas oriundas de sementes microbiolizadas para confirmar o carater de
multiplicidade da resisténcia. Outros trabalhos relatam alteragdes nos
lipopolissacarideos, modificagdes estruturais e bioquimicas, sintese de fitoalexinas,
producao de acido salicilico e outros compostos na indugao de resisténcia sistémica
(RAMAMOORTHY et al., 2001).

De acordo com Silva et al. (2006), os mecanismos acima descritos, bem
como outros, sdo em geral estudados isoladamente. Na natureza ha inumeras
interagbes, € provavel que alguns isolados promovam o crescimento das plantas

exercendo mais de um mecanismo.

2.2.4. FATORES QUE AFETAM A EFICIENCIA DAS RIZOBACTERIAS NA
PROMOGCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL

Cada espécie de microrganismo possui um valor étimo para cada fator fisico
e quimico, que influi no crescimento e atividade. Propriedades fisicas e quimicas do
solo (pH, umidade e disponibilidade de agua, temperatura, salinidade, textura,
estabilidade dos agregados, fertilidade, teor de matéria organica) (ALBAREDA et al.,
2006), presenga ou auséncia de pesticidas e outras substancias xenobibticas s&o
exemplos bem conhecidos de fatores abidticos que podem afetar direta ou
indiretamente o crescimento das plantas e sua interacdo com a microflora e fauna do
solo (ZHUANG et al.,, 2007). Fatores abidticos também podem influenciar
diretamente a atividade das RPCV e, provavelmente, seus efeitos no crescimento
das plantas e a dindmica das comunidades microbianas na raiz (HORWATH et al.,
1998).
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A capacidade de colonizar as raizes de plantas é fundamental para atingir o
efeito desejado pela inoculagao de sementes com RPCV (SOMERS et al., 2004). A
germinacgao das sementes libera grandes quantidades de metabdlitos na forma de
exsudatos e, desta forma, os microrganismos aplicados na semente tém a
oportunidade de serem os primeiros a utilizar esses substratos e, com isso, colonizar
a espermosfera. Em virtude da presenca de exsudatos radiculares, a rizosfera
apresenta intensa atividade microbiana, em que predominam bactérias de vida livre
ou associadas aos tecidos vegetais. Para que uma associagdo natural seja
estabelecida com sucesso, primeiro deve ocorrer a colonizagao, seja ela a rizosfera
ou os tecidos internos de uma planta (BENIZRI et al., 2001).

A necessidade de um limite para o nivel inicial de inéculo bacteriano
promover o crescimento vegetal significativo indica que o “Quorum sensing” por
bactérias desempenha um papel importante na interacdo planta-rizobactéria
(TEPLITSKI et al., 2000). “Quorum sensing” ou auto-indugdo € o mecanismo de
comunicacgéo através do qual bactérias regulam a expresséo de conjuntos de genes
especializados em resposta & densidade celular (FONSECA et al., 2004). E o modo
como as bactérias se comunicam entre si, utilizando de sinais quimicos por
pequenas moléculas sinalizadoras (N-acil lactonas homoserinas — ALHs), pequenas
e difusiveis denominadas auto-indutores que sédo produzidas por elas mesmas. Esta
compreensao de sinais permite que células bacterianas individuais percebam a si e
a outros individuos, adaptando-se ao ambiente de crescimento de acordo com a
densidade populacional pela regulagao de seus genes (OLIVEIRA et al., 2003).

A idade da planta e as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo
podem influenciar grandemente o resultado da inoculagdo com RPCV. Atualmente, a
auséncia de um inoculante formulado de RPCV utilizado amplamente para uma
cultura importante reflete a complexidade das interagdes moleculares e dos

intercAmbios no ecossistema solo-planta-organismos (ANTOUN & PREVOST, 2005).

2.3. UTILIZAGAO DE INOCULANTES

Nos ultimos anos, tem sido favorecido o desenvolvimento de numerosos

trabalhos de busca, selegao e aplicagao de bactérias com propriedades benéficas
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para as plantas, surgindo formulagdes a partir de bactérias dos géneros
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus e Pseudomonas. Esses produtos a base de
rizobactérias juntamente com os obtidos a partir de fungos micorrizicos tém
aplicagdo na agricultura (SHEN, 2000).

Para Vessey (2003), o desenvolvimento de inoculantes benéficos para
culturas deveréo considerar a utilizagdo de uma mistura de microrganismos, em vez
de uma unica cepa. O inoculante podera conter uma mistura de RPCV estimulando
o crescimento de plantas em diferentes fases, com a acdo de um ou mais dos
conhecidos mecanismos de promocdo das RPCV.

O inoculante desenvolvido, seja com uma cepa de rizobactérias ou uma
mistura de microrganismos, tera de ser produzido tendo em conta o solo e os
sistemas de cultivo utilizados na regido. Os inoculantes terdo de ser compativeis
com os produtos agroquimicos, bem como com as caracteristicas do solo (ANTOUN
& PREVOST, 2005).

Apesar da utilizacdo de rizobactérias para o biocontrole de doengas e
promog¢do do crescimento de plantas ser aceita numa abordagem de produgao
sustentavel de alimentos, a propor¢cao de registros de agentes de biocontrole
disponiveis comercialmente é pequena. Além disso, os atuais produtos de
biocontrole podem ainda ser melhorados para obter uma maior reducdo das
doencas. O desenvolvimento de formulagbées com desempenho consistente, com o
aumento da vida util e de amplo espectro de agao, poderia abrir caminho para
comercializacao da tecnologia a um ritmo mais rapido (NAKKEERAN et al., 2005).

A exploragdo das rizobactérias para aumento da produtividade vegetal
depende do desenvolvimento de métodos de produgdo de inoculantes em larga
escala. A avaliagao da eficiéncia da inoculacdo € uma etapa importante para a
selecao de isolados de rizobactérias com potencial para produgdo de inoculantes.
Entretanto, para justificar investimentos para produgdo desses inoculantes e,
também, para garantir ao agricultor que o inoculante promovera aumento de

produtividade, sdo necessarios estudos nas condicbes de campo.
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2.4. RESULTADOS DE RIZOBACTERIAS EM CEBOLA

As rizobactérias podem promover o crescimento de plantas e diversos
efeitos podem ser observados apds sua aplicacdo em sementes e mudas de cebola.
Pulido et al. (2003) estudaram os efeitos da mistura de rizobactérias e micorrizas
sobre a colonizagdo radicular e o estado nutricional da cebola e concluiram que
plantas inoculadas com ambos os tipos de microrganismos foram capazes de extrair
quantidades elevadas de N, P e K. Balemi et al. (2007) avaliaram a resposta da
cebola a aplicacdo de fertilizantes quimicos e biolégicos. Constataram uma
economia de 50 kg N ha” e um aumento de 13,5% no rendimento de bulbos
comercializaveis com a inoculagao de Azotobacter.

Bactérias isoladas a partir da rizosfera apresentam potencial para controle
de doengas causadas por patdégenos de solo. Algumas delas, especialmente
Pseudomonas spp. e Bacillus spp., reduzem significativamente as doencas e
aumentam o rendimento das culturas. No trabalho de Reddy & Rade (1989), a
bacterizacdo de sementes de cebola com B. subtilis reduziu significativamente a
populacdo de bactérias e fungos nativos da rizosfera. As observagdes dos autores
sugerem que a promogao de crescimento de mudas de cebola esteja relacionada
com a habilidade da bactéria introduzida reduzir os microrganismos nativos da
microflora rizosférica, reduzindo o efeito de microrganismos deletérios. Tehrani et al.
(2003) verificaram que os isolados de Bacillus spp. e P. fluorescens foram eficientes
no controle de Fusarium oxysporum (Hansen), patogeno que causa a podridao-
basal na cebola. Os isolados produziram metabdlitos volateis que inibiram o
crescimento de F. oxysporum.

Karthikeyan et al. (2008) observaram efeitos positivos da inoculagdo de
microrganismos na cultura da cebola. A utilizacdo de uma mistura de P. fluorescens,
B. subtilis e Trichoderma viride (Pers) reduziu em 42% a severidade de Alternaria
palandui (Ayyangar). Além da supressao da doenga, o tratamento com uma mistura
de antagonistas promoveu aumento da altura da planta e rendimento de bulbos.
Mandhare & Suryawanshi (2003) observaram efeito antagonista do Bacillus
thermophilus (Hammer) sobre os fungos Alternaria porri (Ellis), Alternaria alternata
(Keissl) e Dreschlera rostrata (Leonard). A germinagéo e o crescimento micelial dos

trés fungos foram inibidos.
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Neves (2001) selecionou in vitro e in vivo rizobactérias com potencial para o
biocontrole da queima bacteriana da cebola causada pela bactéria Pseudomonas
marginalis pv. marginalis (Brown), bem como avaliou o potencial para promog¢éo de
crescimento das plantas. Alcancou 36% de reducdo no numero de lesées e obteve
incrementos de 131% na massa seca de bulbos, 219% na massa seca de raizes de
cebola, aos 270 dias apds a semeadura da cultivar Aurora.

Muito se tem avangado nos estudos sobre a utilizagdo e os mecanismos de
acao da RPCV. Pesquisadores de diferentes instituicdes e regides do Pais estéo
pesquisando os efeitos e os beneficios da aplicacdo de rizobactérias em culturas
como milho, trigo, tomate, pepino, esséncias florestais e outras espécies. Sao
poucas as informacgdes na literatura relacionadas ao efeito de rizobactérias sobre o

desenvolvimento de mudas e bulbos de cebola.

2.5. CARACTERISTICAS DA CEBOLA

A cebola A. cepa, € uma planta herbacea monocotiledénea pertencente a
familia Alliaceae, originaria da Asia Central e tida por muitos como uma das mais
antigas plantas cultivadas, tendo sido encontradas suas imagens datadas de cerca
de 5.000 a.C. no Antigo Egito. A palavra cebola é originaria do latim e significa
“grande pérola” (SHIGYO & KIK, 2008). E a segunda hortalica em importancia
mundial, superada apenas pelo tomate (SONG et al., 2007). S&o produzidos cerca
de 58 milhdes de toneladas anualmente no mundo. A China € a maior produtora de
cebola, sendo responsavel por aproximadamente 46% da produgdo mundial,
seguida pela india, EUA, Turquia, Paquistao, Russia, Ira, Egito, Japao e Brasil (FAO,
2006).

As plantas apresentam folhas ocas e cobertas por uma camada cerosa. O
pseudocaule é formado pela superposicdo das bainhas das folhas. Os bulbos sao
formados pelas bainhas carnosas das folhas e, nas partes externas, sao envoltos
por tunicas brilhantes de coloracao variavel. O caule verdadeiro situa-se na base do
bulbo de onde partem as folhas e as raizes (COSTA et al.,, 2002). O sistema
radicular é do tipo fasciculado, capaz de chegar a 60 cm de profundidade, embora

normalmente nao passe de 20 cm de profundidade e 15 cm de raio. As raizes sao
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tenras, finas, pouco ramificadas, de cor branca e odor tipico da cebola. Dois
conjuntos principais de raizes sao formados durante o ciclo vegetativo, um conjunto
dura até o inicio da bulbificacdo e o outro, que repde o primeiro, dura do inicio da
bulbificacdo até a maturagdo do bulbo (OLIVEIRA, 2008).

Normalmente a época de crescimento vegetativo das cultivares para
producao de bulbos € de abril a dezembro na regido sul do Brasil, a duragéo do ciclo
depende da cultivar, do clima e do sistema de plantio, variando de 150 a 220 dias
(RESENDE et al., 2002; DEBARBA et al., 2006). O crescimento vegetativo da cebola
apresenta trés fases bem definidas. A primeira é definida por um periodo de
crescimento lento, sendo essa fase prolongada em plantios de inverno. A segunda
fase é definida pelo rapido crescimento foliar e emissdo de folhas novas, quando
ocorre o0 incremento no numero de raizes adventicias. A terceira fase é definida pelo
desenvolvimento do bulbo e redugado do desenvolvimento das folhas (RABINOWICH
& BREWSTER, 1990, citado por MOGOR, 2000), quando se inicia a translocacéo de
fotoassimilados e outros compostos para a formacéo do bulbo, havendo um acumulo
rapido de matéria seca do bulbo (BREWSTER, 1994). O primeiro sinal de
amadurecimento € o tombamento do pseudocaule (estalo), seguindo-se o
secamento da parte aérea da planta. As trés diferentes fases do desenvolvimento
vegetativo da cebola definem diferencas na concentracdo de nutrientes (MOGOR,
2000).

Oliveira (2008), cita a participagdo de hormdnios de crescimento (auxinas,
giberelinas, citocininas e etileno) durante o processo de desenvolvimento de bulbos.
O autor relata que injecbes de acido indolacético (auxina) em folhas de cebola,
particularmente em combinagdo com &acido giberélico (giberelina) e cinetina
(citocinina), atrasam a senescéncia, resultando em bulbos maiores. Também é
sabido que a aplicagao de GA3 em plantas de cebola retarda a formacgao de bulbos e
a aplicacao de solugao de cinetina promove a formacgao dos bulbos.

O sistema de cultivo da cebola nos estados do Sul do Brasil é por
transplante, com a producdo de mudas em canteiros, onde o desenvolvimento
depende de varios fatores edafoclimaticos e do manejo agronémico. Normalmente, a
muda de cebola permanece em canteiros até atingir trés a quatro folhas e, quando
transplantada, a planta continua seu desenvolvimento, emitindo novas folhas e

renovando seu sistema radicular (REY et al., 1974).
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O sucesso na produgao de bulbos depende diretamente da qualidade da
muda obtida na sementeira. A instalacdo do canteiro para produg¢ao de mudas é feita
a partir de sementes, que, no caso da cebola, sdo de pouca reserva e germinagéo
epigea. A semeadura é realizada predominantemente entre abril e junho. O
transplante se concentra nos meses de julho e agosto, com mudas de mais de
oitenta dias pds-semeadura. Portanto, o tempo para a produgdo de mudas € um
periodo longo devido principalmente as temperaturas baixas que predominam nesta
época, muitas vezes com ocorréncia de geadas (REGHIN et al., 2006).

As sementes de cebola, de modo geral, demoram mais tempo para
germinar do que a maioria das espécies horticolas. Levando em consideracéo a
velocidade e a percentagem de germinacdo, pode-se considerar a faixa de 11 a
25°C como temperatura 6tima, em condi¢cdes de solo umido (OLIVEIRA, 2008). Na
semeadura, a profundidade, a densidade e o manejo do solo e agua influenciam no
desenvolvimento da muda.

A sanidade da muda de cebola durante o periodo de canteiro afeta
diretamente o desenvolvimento da cultura no pés-transplante (BOFF, 1994). No Sul
do Brasil, as principais doencas na cultura da cebola sdo a queima acinzentada
Botrytis squamosa (Walker) e o mildio Peronospora destructor (Berk) na fase de
muda, ao passo que na fase pos-transplante, as mais frequentes sao o proprio
mildio e a mancha-purpura (A. porri) (BOFF, 1996; WORDELL FILHO & BOFF,
2006). Para manter a sanidade das mudas nesse periodo, a intensidade de
pulverizagdes com defensivos tem sido cada vez maior.

O mildio da cebola é causado pelo parasita obrigatério P. destructor, de
ocorréncia amplamente disseminada em regides de clima temperado, onde sé&o
frequentes os periodos de temperaturas amenas, alta umidade e baixa
luminosidade. O patégeno se desenvolve somente no tecido vivo, esporulando na
parte aérea verde da cebola. A cerosidade da folha e a lignificacdo das células sao
fatores estruturais de resisténcia de Allium spp. ao patégeno P. destructor
(WORDELL FILHO & BOFF, 2006). A doenca considerada como queima-
acinzentada, é causada pelo fungo B. squamosa, e apresenta-se inicialmente em
pequenas manchas isoladas sobre a lamina foliar, com dimensdes de 1 por 3 mm,
halos prateados, ndo esporulantes, permanecendo verde o resto do tecido. A

utilizagcdo de microrganismos benéficos pode contribuir na tolerancia ao ataque de B.
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squamosa, através do manejo organico do solo propiciando nutricido adequada a
planta (BOFF et al., 1999).

Os agricultores utilizam grandes quantidades de agrotoxicos, principalmente
fungicidas, para proteger as lavouras contra as doengas foliares, devido ao clima
umido (BOEING, 2002). Em alguns paises, a utilizacdo de agrotéxicos na cultura da
cebola variou de 10,5 a 23,0 kg ha™' (SERRA BOSCH & CURRAH, 2002). O sistema
de manejo integrado visando a redugédo e ao uso racional dos recursos esta sendo
pesquisado e utilizado pelos agricultores da Europa, além do aumento da produgao
de organicos.

Nesse contexto, os efeitos benéficos das RPCV podem contribuir no
crescimento da cebola dentro de um manejo integrado de produg&o, por meio dos
mecanismos diretos e indiretos de promog¢ao do crescimento, contribuindo para a

reducdo dos impactos da utilizagdo de insumos quimicos na producéo.
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3 — CAPITULO | — DOENGAS FOLIARES E CRESCIMENTO DE MUDAS DE
CEBOLA A PARTIR DE SEMENTES MICROBIOLIZADAS COM RIZOBACTERIAS

RESUMO

A associagao de plantas com rizobactérias benéficas pode promover o crescimento
vegetal e o biocontrole de doengas, reduzindo custos de produgédo e diminuindo o
impacto dos agrotéxicos no meio ambiente. Com o objetivo de avaliar os efeitos da
microbiolizagdo de sementes com rizobactérias no crescimento das mudas de
cebola cv. Bola Precoce, foi conduzido um experimento na Estacdo Experimental da
Epagri, Ituporanga, SC, em 2007. Foram testadas as rizobactérias Pseudomonas
spp. (W1, W2, W5, W6), Bacillus megaterium (W7, W19), Pseudomonas alcaligenes
(W15), Paenibacillus polymyxa (W18), Bacillus cereus (UFV 040), Pseudomonas
putida (UFV 043), e testemunha ndo microbiolizada, em mudas produzidas em
canteiros. Os seguintes parametros foram avaliados: emergéncia, plantas
remanescentes, tombamento, altura, didmetro de pseudocaule, massas fresca e
seca da parte aérea de mudas remanescentes no momento do transplante. A area
foliar afetada pelos patégenos Peronospora destructor e Botrytis squamosa foi
avaliada semanalmente calculando-se a area abaixo da curva de progresso das
doengas (AACPD). Nas condigbes em que o ensaio foi conduzido, as rizobactérias
testadas nao foram eficientes em promover o crescimento das mudas para reduzir a
severidade de Botrytis squamosa. As sementes que receberam os isolados de
Bacillus cereus UFV40 apresentaram mudas com menor area abaixo da curva de
progresso da doenga (AACPD) causada por Peronospora destructor.

Palavras-chave: Allium cepa, Pseudomonas, Bacillus, Peronospora destructor.
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3 - CHAPTER | - LEAF DISEASES AND ONION SEEDLINGS GROWTH OF
ONIONS FROM SEED MICROBIOLIZATION WITH RHIZOBACTERIA

ABSTRACT

The association of plants with benefic rhizobacteria can enhance plant growth and
diseases biocontrol, reducing production costs and the impact of pesticides on the
environment. A study to evaluate the effects of seeds microbiolization with
rhizobacteria in growth of onion seedlings of cv. Bola Precoce was conducted in the
Experimental Station of Epagri in ltuporanga, Santa Catarina, in 2007. The following
rhizobacteria were tested Pseudomonas spp. (W1, W2, W5, W6), Bacillus
megaterium (W7, W19), Pseudomonas alcaligenes (W15), Paenibacillus polymyxa
(W18), Bacillus cereus (UFV 040), Pseudomonas putida (UFV 043), along with a
control treatment. In the field, the following variables were evaluated: emergence,
remaining plants, lodging, height, diameter of pseudo-culm, fresh mass and dry
matter of aerial part of remaining seedlings during transplanting. The area affected by
leaf pathogen Peronospora destructor and Botrytis squamosa was evaluated weekly,
quantifying the area below the diseases progress curve evaluated (AUDPC).
Rhizobacteria tested did not present satisfactory results concerning the effect to
stimulate growth in the seedlings to reduce the severity of Botrytis squamosa effects.
Nevertheless, seeds which received the isolate of Bacillus cereus UFV40 yielded
seedlings with less area under the disease progress curve (AUDPC) of Peronospora
destructor.

Keywords: Allium cepa, Pseudomonas, Bacillus, Peronospora destructor.
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3.1. INTRODUGAO

Os microrganismos benéficos desempenham um papel fundamental na
produgcdo vegetal, e algumas espécies podem ser usadas como inoculantes para
melhorar o crescimento e a sanidade vegetal (VESSEY, 2003). Nesse grupo, estao
incluidas as rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV) (LUZ, 1996),
primeiramente definidas por Kloepper & Schroth (1978) como “Plant Growth
Promoting Rhizobateria” — PGPR.

A microbiolizagdo com RPCV pode promover aumentos no rendimento das
culturas pela promog¢ao do crescimento das plantas. Muitos efeitos em plantas tém
sido atribuidos a sintese e liberacdo de hormdnios pelas rizobactérias, provocando
alteracgdes fisiolégicas e morfologicas nas raizes de plantas microbiolizadas (BENT
et al., 2001; CEZON et al., 2003; DEY et al., 2004; FUENTES-RAMIREZ &
CABALLERO-MELLADO, 2005). A melhoria na produtividade das culturas também
pode ser explicada pelo aumento da disponibilidade de nutrientes (CANBOLAT et
al., 2006) e aumento da resisténcia das plantas as doencas (PIETERSE et al., 2005;
COMPANT et al., 2005).

O uso de RPCV pode ser uma das alternativas tecnoldgicas viaveis para
aumentar a producado vegetal, sendo implementada pela microbiolizagdo de
sementes com microrganismos (LUZ, 1993). Essas bactérias colonizam o solo na
area de acdo das raizes, onde se multiplicam, sobrevivem e se protegem da agéo
antagonista do restante da microbiota do solo (ROMEIRO, 2005). Os beneficios
causados pelas rizobactérias promotoras do crescimento de plantas podem ser
verificados em diversas culturas (RANI et al., 2003; NAKKEERAN et al., 2005;
HARIPRASAD & NIRANJANA, 2009; CHAIHARN & LUMYONG, 2009).

A mancha-acinzentada e o mildio sdo doengas de ocorréncia generalizada
no Sul do Brasil e vem se mostrando limitantes para a produgdo de mudas de
cebola. Rizobactérias isoladas a partir da rizosfera apresentam potencial para
controle de doengas causadas por patégenos na cultura da cebola. A
microbiolizagdo de sementes de cebola com isolados de rizobactérias foram

eficientes no controle de F. oxysporum (TEHRANI et al., 2003), A. palandui
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(KARTHIKEYAN et al., 2008), A. porri, A. alternata (MANDHARE & SURYAWANSHI,
2003) e P. marginalis (NEVES, 2001). Nesse contexto, o uso de rizobactérias como
agente de biocontrole de patdégenos tem como principal objetivo reduzir os danos
causados nas mudas de cebola, contribuindo para reducédo das perdas e custos de
producdo em condicdes de campo.

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito da microbiolizacdo de
rizobactérias em sementes de cebola na promog¢ao de crescimento de mudas
produzidas no campo em canteiros e a severidade das doencas mancha-

acinzentada e mildio.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Localizagao da regido e caracteristicas das sementes

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Fitossanidade e na area de
canteiros da Estacdo Experimental da Epagri, municipio de ltuporanga (SC), tendo
por coordenadas geograficas latitude de 27° 25’ S, longitude de 49° 38’ W e altitude
de 475 m. O trabalho foi realizado no periodo de abril de 2007 a julho de 2007.
Foram utilizadas sementes de cebola da cultivar Bola Precoce. As sementes
utilizadas apresentavam 86% de germinacdo, massa de mil sementes de 4,07 g e
7,93% de umidade.

3.2.2. Origem dos isolados de rizobactérias

Os isolados utilizados nesse trabalho fazem parte da colegdo de RPCV do
Dr. Wilmar Cério da Luz, obtidos da rizosfera de gramineas da regido de Passo
Fundo — RS. Todos os isolados foram preservados em geladeira a 5°C, em tubos de
ensaio contendo meio de cultura agar nutritivo. Vinte isolados foram microbiolizados
em sementes de cebola e avaliados em condicbes de canteiros na safra 2006
(Dados nao publicados). Desses isolados, oito foram selecionados e analisados em

cromatégrafo gasoso para identificacdo, de acordo com a similaridade do perfil de
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acidos graxos, e fazem parte dessa pesquisa juntamente com dois isolados
previamente estudados (VIEIRA, 2002; VIEIRA JUNIOR, 2005) e liberados pelo Dr.
Reginaldo da Silva Romeiro, da Universidade Federal de Vigosa.

Os isolados foram identificados por meio do “Software” de Identificagao
Microbiana (MIDI, Biblioteca Sherlock® TSBA versao 5.0, Microbial ID, Newark, DE,
USA). O resultado foi expresso por meio de um cromatograma e um relatério
elaborado pelos softwares, que contém comprimento, area de picos e tempo de
retencdo nomeados. O resultado final é apresentado de acordo com a similaridade
entre o banco de dados e as areas nomeadas, identificando, dessa forma, o
microrganismo em questdo. Foram positivamente identificados aqueles que
obtiveram o indice de similaridade do perfil de acidos graxos (IS) de 0,6 ou maior e

com diferenga de 0,1 entre uma espécie e outra (SUZUKI, 2006).

3.2.3. Microbiolizagdo das sementes

Os tratamentos utilizados foram os seguintes: microbiolizagdo nas sementes
com Pseudomonas spp. (W1), Pseudomonas spp. (W2), Pseudomonas spp. (W5),
Pseudomonas spp. (W6), B. megaterium (W7), Pseudomonas alcaligenes (Monias)
(W15), P. polymyxa (W18), B. megaterium (W19), B. cereus (UFV40), P. putida
(UFV43) e testemunha sem microbiolizagdo. O delineamento experimental foi o de
blocos casualizados com onze tratamentos e cinco repeti¢des.

As rizobactérias foram multiplicadas em meio de cultura agar nutritivo
(extrato de carne em pd6 para microbiologia 3 g, peptona de carne 5 g, glicose anidra
2,5 g, agar 15 g e agua destilada 1000 mL), na temperatura de 23 + 2°C. Apds 48
horas, as células foram removidas da superficie do meio de cultura com um pincel e
colocadas em agua destilada esterilizada. Uma suspenséo de cada rizobactéria foi
preparada com agua destilada esteriizada com uma concentracdo de
aproximadamente 10" unidades formadoras de coldnias por mL (LUZ, 2001), e a
suspensao foi padronizada segundo a escala de McFarland (MCFARLAND, 1970).

As sementes foram imersas nas suspensdes bacterianas por 5 minutos,
sendo agitadas e filtradas. As sementes da testemunha foram postas em agua
destilada esterilizada, agitadas por 5 minutos, posteriormente mantidas em repouso

em ambiente asséptico durante 24 h para a secagem.
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3.2.4. Instalagdo do experimento de mudas em canteiros

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com onze
tratamentos e cinco repeticdes. A semeadura ocorreu no dia 26 de abril, utilizando-
se3g m™? semeadas a lanco. A profundidade de semeadura foi de 2 cm, sendo as
sementes cobertas com casca de arroz carbonizada. As parcelas constaram de 4
m?, com area util de 1 m% O solo da area de estudo classifica-se com Cambissolo
Humico Distréfico Alico. A analise quimica do solo da camada de 0-20 cm da area
de canteiros foi feita no laboratoério de solos da Estagdo Experimental de ltuporanga
e expressou pH (H.0)= 5,8; P= 27 mg dm™; K= 234 mg dm™; Al+3= 0,0 cmolc dm™;
Ca*?= 7,2 cmolc dm™; Mg**= 3,9 molc dm™®; CTC= 15,2 cmolc dm™; V%= 77,1,
argila= 32% e matéria organica= 3,4 %. O solo foi arado, gradeado e preparados os
canteiros. Na adubagao quimica, foram utilizados 50 g.m? da férmula 5-20-10 (N-P-
K), conforme a recomendagédo da COMISSAO DE QUIMICA E FERTILIDADE DO
SOLO DO RS E SC (2004), sendo feita 7 dias antes da semeadura, com distribuicdo
manual sobre a superficie do solo e incorporacdo com um encanteirador. Aos 40
dias apdés a emergéncia das plantulas, procedeu-se a uma adubagédo de cobertura
com uréia, na dose de 45 kg N ha'. Para controlar plantas daninhas, foram
efetuadas duas aplicagdes de herbicida com ingrediente ativo ioxynil (Totril® 2 I.ha™)
(ANDREI, 1999), além de, ocasionalmente, terem sido feitas capinas manuais para
manter a cultura livre da competicdo com plantas daninhas.

Nas parcelas ndo foram aplicados agrotdxicos para controle de doengas,
visando a avaliar a curva de progresso das doengas e sua relagdo com os
tratamentos (WORDELL FILHO & STADNIK, 2006). Em intervalos semanais, do
estadio de plantula até a fase de transplante, foram avaliadas 10 plantas por parcela
quanto a severidade das doencas mancha-acinzentada (B. squamosa) e mildio (P.
destructor), estimando visualmente a percentagem de éarea foliar afetada pelas
doencas (0 a 100%), conforme Wordell Filho & Stadnik (2006). Posteriormente,
estimou-se a area abaixo da curva de progresso das doengas (AACPD) de mancha-
acinzentada e mildio, pela férmula AACPD= % [((y1+y2)/2*(t2-t1)], em que y1 e y2
sao duas avaliagdes consecutivas de severidade feitas nos tempos t1 e {2,

respectivamente.
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Foi avaliado o nimero de plantas emergidas por m? aos 40 dias apds a
semeadura, sendo realizadas duas avaliagdes por parcela e calculadas as médias.
Aos 90 dias ap6s a semeadura, foram contadas as mudas remanescentes por m?,
sendo coletadas 25 plantas por tratamento de forma aleatodria, para medigao da
altura entre a base do sistema radicular e o apice da folha mais alta (cm) e o
diametro do pseudocaule, utilizando uma régua e um paquimetro digital,
respectivamente. A parte aérea das mudas foi acondicionada em sacos de papel e
feita a pesagem para obtencdo da massa fresca da parte aérea (MFPA), e apos,
levadas a estufa com circulagado forgada de ar, regulada a temperatura de 60°C, até
o material atingir massa constante. Desta forma, foi calculada a massa seca da parte

aérea (MSPA), com os resultados expressos em gramas por muda.

3.2.5. Analise dos resultados

Os resultados foram analisados e verificada sua homocedasticidade e
normalidade dos residuos. Os dados que nao atenderam a essas premissas foram

12 12

transformados em (x+0,5) "< para a variavel tombamento ou em 1/ x'“ para a variavel

AACPD da doengca mildio. Os dados referentes as percentagens foram

transformados em y= arcsen (x/100)"?

. As variancias foram comparadas pelo teste
F e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo Teste de Duncan, a 5% de
probabilidade. As andlises foram feitas através dos programas “Statistica® 6.0” e

“SASM-Agri® 8.0”.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao nimero de plantulas emergidas (n.m™), nimero
de mudas remanescentes (n.m?), tombamento (n.m™), altura (cm), diametro (mm),
massa fresca (g) e massa seca da parte aérea das mudas (g) no ponto de
transplante em condi¢cdes de canteiros sdo mostrados nas Tabelas 3.1 e 3.2.

Na emergéncia de plantulas (Tabela 3.1) ocorreu diferenga significativa

entre o tratamento com B. cereus UFV40 e os tratamentos W1, W5 e UFV43. Foi
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observado que os tratamentos avaliados nao apresentaram diferencas em relagao a
testemunha. Os dados de emergéncia variaram de 594 a 676 plantulas m™.

Trabalhos de microbiolizacdo de sementes com rizobactérias relatam a
ocorréncia de efeitos promotores significativos na emergéncia de sementes (REDDY
& RADE, 1989) e na promogéo do crescimento das plantas (KARTHIKEYAN et al.,
2008) que nao foram observados nesse experimento.

O efeito positivo da microbiolizacdo de rizobactérias foi verificado por
Saravanakumar et al. (2007), que observaram incrementos variando de 37 a 50% na
percentagem de emergéncia de sementes de Camellia sinensis (L.) em relagao a
testemunha, quando inocularam B. cereus e P. fluorescens. Nesta pesquisa,
constataram aumento no comprimento de raizes, altura e indice de vigor de
plantulas. Resultados semelhantes foram observados por Kishore et al. (2005), que,
trabalhando com B. megaterium, obtiveram aumentos de 12 a 19% na emergéncia
de plantulas de amendoim.

Os tratamentos ndo mostraram diferengas significativas para mudas
remanescentes no ponto de transplante em relagéo a testemunha (Tabela 3.1). Os
resultados com os isolados W1 e W6 apresentaram diferencas significativas entre
tratamentos. Todos os tratamentos apresentaram redugdo no numero de plantulas
emergidas em relagdo as remanescentes no momento do transplante, exceto para
as mudas que receberam o isolado W6, que nao reduziu o numero de mudas no
momento do transplante. Varias hipéteses tém sido aventadas no sentido de explicar
a capacidade que possuem as rizobactérias de promover o crescimento das plantas.
A maioria dos trabalhos relaciona essa capacidade a producdo de hormdnios de
crescimento vegetal. No sistema de produgdo de mudas, € normal a redugdo no
numero de mudas entre a emergéncia e o transplante, com indices variando de 25 a
45% (MENDONCA et al., 2004). Boff et al. (2005) também observaram diferengas
entre a emergéncia e a sobrevivéncia de mudas até o transplante, com redugdes no
numero de mudas de 4 a 32%, e atribuiram o efeito a liberagdo de certos
compostos organicos que podem melhorar o desenvolvimento das plantas.

Nao houve efeito de tratamentos para tombamento com os resultados
médios no intervalo de 0,4 a 2,0 mudas tombadas m? (Tabela 3.1). As plantulas e
folhnas tombadas ndo apresentaram presencga de fitopatdogenos, indicando ser o
problema de origem abidtica ou devido ao dano causado por insetos como formigas.

Provavelmente, o enfraquecimento da axila foliar devido a umidade no leito do
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canteiro favoreceu o tombamento da ladmina foliar de mudas de cebola, como
relataram Boff et al. (2005).

A microbiolizacdo de rizobactérias nas sementes de cebola ndo afetou as
variaveis altura, didmetro e massa fresca da parte aérea (MFPA) de mudas no
momento do transplante (Tabela 3.2). No trabalho de Neves et al. (2000), os
isolados também nao mostraram nenhum incremento no crescimento das plantas
decorrente da microbiolizacdo de sementes de cebola. Os resultados diferem
daqueles obtidos por Pulido et al. (2003), que observaram diferengas quando
aplicaram rizobactérias, com aumentos na altura das mudas de cebola variando de
22 a 80%.

TABELA 3.1 - MUDAS EMERGIDAS AOS 40 DIAS APOS A SEMEADURA (NE), MUDAS
REMANESCENTES AOS 90 DIAS APOS A SEMEADURA (NR), E MUDAS
TOMBADAS (NT) APOS MICROBIOLIZAGAO DE SEMENTES DE CEBOLA COM
RIZOBACTERIAS. CULTIVAR BOLA PRECOCE, EPAGRI, ITUPORANGA, SC,

2007
Isolados/Testemunha NE (n.m?)  NR (n.m? NT (n.m™)*
Pseudomonas spp. W1 595 b 522 b 1,6
Pseudomonas spp. W2 613 ab 573 ab 0,8
Pseudomonas spp. W5 594 b 541 ab 0,8
Pseudomonas spp. W6 607 ab 608 a 1,0
Bacillus megaterium W7 641 ab 582 ab 1,2
Pseudomonas alcaligenes W15 606 ab 546 ab 0,4
Paenibacillus polymyxa W18 609 ab 566 ab 1,4
Bacillus megaterium W19 647 ab 582 ab 1,6
Bacillus cereus UFV40 676 a 551 ab 2,0
Pseudomonas putida UFV43 594 b 569 ab 1,6
Testemunha 652 ab 599 ab 1,2
CV.% 7,11 8,75 32,97

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan. * Efeito de tratamento ndo significativo. Os dados foram
transformados em (x+0,5)"? para a variavel mudas tombadas ou em 1/ x? para a variavel mudas
emergidas.

O resultado de diametro médio do pseudocaule das mudas ficou abaixo da
faixa de 5 a 7 mm, ideal para obtencao de bulbos, pois o didmetro do pseudocaule
da muda, por ocasiao do transplante, influi no tamanho final do bulbo colhido (BOFF

& DEBARBA, 1999). A elevada densidade de mudas possivelmente contribuiu para
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0 aumento na sua altura e para a redugao do diametro nas condi¢gdes do
experimento. Uma relagdo adequada entre altura e diametro de mudas é necessaria
para obter bulbos de tamanho comercial. As mudas s&o transplantadas quando
apresentam o pseudocaule com diametro entre 4-8 mm e altura de 20-25 cm
(FONTES & SILVA, 2002).

TABELA 3.2 - ALTURA DA PARTE AEREA DAS PLANTAS (A), DIAMETRO DE PSEUDOCAULE
(DP), MASSA FRESCA (MFPA) E A MASSA SECA DA PARTE AEREA (MSPA) DE
MUDAS REMANESCENTES NO MOMENTO DO TRANSPLANTE APOS
MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES DE CEBOLA COM RIZOBACTERIAS.
CULTIVAR BOLA PRECOCE, EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2007

A* DP* MFPA* MSPA

Isolados/Testemunha (cm) (mm) (9) (9)
Pseudomonas spp. W1 30,0 4,38 2,757 0,166 a
Pseudomonas spp. W2 291 4,22 2,453 0,153 ab
Pseudomonas spp. W5 30,4 4,30 2,841 0,173 a
Pseudomonas spp. W6 29,3 4,34 2,557 0,154 ab
Bacillus megaterium W7 28,7 4,22 2,495 0,158 ab
Pseudomonas alcaligenes W15 30,1 4,46 2,933 0,175 a
Paenibacillus polymyxa W18 28,8 4,22 2,572 0,156 ab
Bacillus megaterium W19 28,7 4,32 2,486 0,164 a
Bacillus cereus UFV40 29,6 4,30 2,615 0,157 ab
Pseudomonas putida UFV43 28,7 4,10 2,441 0,130 b
Testemunha 29,6 4,26 2,789 0,174 a
CV.% 5,59 6,17 13,36 11,63

* Efeito de tratamento n&o significativo. Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Duncan.

Com relagdo a variavel massa seca da parte aérea (MSPA), somente os
tratamentos W1, W5, W15, W19 e testemunha diferiram do tratamento UFV43, que
apresentou o menor valor. A rizobactéria P. putida é considerada uma RPCV,
entretanto, o efeito do isolado UFV43 nas mudas de cebola foi deletério. Algumas
rizobactérias podem ser consideradas deletérias e inibir o crescimento de plantas. O
mecanismo que poderia estar envolvido nesse processo seria a producao de cianeto
de hidrogénio - HCN (KREMER & SOUISSI, 2001). A produgdo de HCN pela
rizobactéria P. putida parece ser um fendmeno bastante comum, conforme

demonstrado por Coelho (2006) em rizosfera de hortaligas. A glicina pode ser
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encontrada nos exsudatos radiculares de muitas plantas e poderia provavelmente
estar disponivel na rizosfera como um precursor para a sintese de HCN por
rizobactérias.

O crescimento vegetativo da cebola apresenta trés fases bem definidas
(MOGOR, 2000). A primeira é definida por um periodo de crescimento lento com
reduzido desenvolvimento radicular e aéreo, sendo essa fase prolongada em
plantios de inverno, correspondendo ao periodo em que as mudas microbiolizadas
foram avaliadas nos canteiros. Os resultados obtidos na fase de mudas podem ser
explicados pelo efeito da temperatura sobre o crescimento das mudas e a
multiplicagdo das rizobactérias na rizosfera das plantas. As mudas de cebola foram
cultivadas em canteiros durante os meses de outono-inverno, periodo de baixas
temperaturas e ocorréncia de geadas na regido (Anexo 1). A multiplicagdo das
rizobactérias na microflora da rizosfera de mudas de cebola é favorecida em
temperatura proxima a 25°C (FENWICK, 1973).

O efeito desejado pela microbiolizagdo de sementes com rizobactérias
quando nao atingido € frequentemente associado a sua incapacidade de colonizar
ou a ineficiente colonizagdo das raizes de plantas (BENIZRI et al., 2001). Assim
destaca-se que um estabelecimento efetivo de uma RPCV, sera dependente da
competéncia no ambiente da rizosfera e da sua estabilidade no local de atividade, ao
longo do tempo. Provavelmente, os resultados obtidos nesse experimento com
mudas de cebola estdo relacionados com a pequena quantidade de exsudatos
liberados pelas raizes das mudas e pela colonizagao ineficiente dos isolados, devido
ao estadio de crescimento da cebola e ao efeito das baixas temperaturas ocorridas
no periodo. A comunidade microbiana da rizosfera de plantas pode ser afetada por
varios fatores, dependendo da espécie, estadio de crescimento da planta,
caracteristicas do solo, relagdo solo-raiz, praticas agrondmicas e condi¢coes
ambientais, principalmente temperatura e umidade (ANTOUN & PREVOST, 2005).
Estas mudangas podem afetar negativamente o crescimento das plantas, ou
positivamente, aumentando a proporcédo de RPCV.

Os tratamentos com RPCV na fase de produgdo de mudas de cebola nao
influenciaram a emergéncia e o crescimento das mudas, apresentando diferentes
respostas em relacdo aos parametros analisados. Durante o periodo de conducéao
do experimento, a temperatura média variou de 11 a 13°C, com o registro de 11

geadas e temperaturas negativas (Anexo 1). Provavelmente os fatores ambientais
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como as baixas temperaturas registradas no periodo de avaliagdo das mudas e o
estadio fenolégico da cebola influenciaram na resposta das rizobactérias
microbiolizadas no experimento. Conforme Whipps (2001), esse é um fato comum
no ambiente da rizosfera de qualquer planta, onde, em geral, ocorre um equilibrio
entre microrganismos.

Na avaliagédo da intensidade por queima-acinzentada e mildio, principais
doengas na cultura da cebola na fase de muda (BOFF, 1996; WORDELL FILHO &
BOFF, 2006), houve diferencga significativa entre os tratamentos para a AACPD de
mildio (Figura 1). As plantas que receberam o isolado de B. cereus UFV40 nas

sementes apresentaram menor area abaixo da curva de progresso da doencga.

FIGURA 1 — EFEITO DA MICROBIOLIZAGAO DE SEMENTES DE CEBOLA COM RIZOBACTERIAS
SOBRE A AREA ABAIXO DA CURVA DE PROGRESSO DAS DOENGCAS (AACPD)
QUEIMA-ACINZENTADA E MILDIO. CULTIVAR BOLA PRECOCE, EPAGRI,
ITUPORANGA, SC, 2007
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Existem casos comprovados em que a microbiolizagdo com RPCV tornou a
parte aérea da cebola mais resistente a patdogenos (KARTHIKEYAN et al., 2008). Os
mecanismos utilizados por RPCV sdo numerosos e provavelmente mais de um
modo de agao deva estar ativo nas associacdes entre plantas e rizobactérias. Certas
RPCV parecem atuar como agentes indutores de resisténcia sistémica, no sentido
em que a planta fica protegida contra mais de um patdégeno. As moléculas elicitoras
podem ser o acido jasmonico, metil-jasmonato e etileno (ROMEIRO, 2005).

As RPCV podem contribuir para a producéo de cebola agregando valor ao
produto e causando menor impacto no meio ambiente. Os tratamentos devem ser
avaliados em campo visando a determinacdo da eficiéncia destes isolados no

aumento da produtividade de bulbos de cebola.

3.4. CONCLUSOES

Nao houve efeito dos isolados de rizobactérias sobre a emergéncia e o
crescimento das mudas de cebola da cultivar Bola precoce cultivada em canteiros.

As rizobactérias nao influenciaram a area abaixo da curva de progresso de
B. squamosa.

As sementes que receberam os isolados de B. cereus UFV40 apresentaram

mudas com menor area abaixo da curva de progresso de P. destructor.
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4 — CAPITULO Il - PRODUGAO, CLASSIFICAGAO E ARMAZENAMENTO DE
BULBOS DE CEBOLA EM FUNGAO DA MICROBIOLIZAGAO DE SEMENTES
COM RIZOBACTERIAS

RESUMO

As rizobactérias benéficas podem ser uma alternativa para a producao de cebola.
Com o objetivo de avaliar os efeitos de rizobactérias microbiolizadas as sementes de
cebola da cv. Bola Precoce no crescimento de plantas e na produgao, classificagao
e armazenamento de bulbos foi conduzido um estudo na Estagcdo Experimental da
Epagri, ltuporanga, SC, no ano de 2007. Foram avaliadas as rizobactérias
Pseudomonas spp. (W1, W2, W5, W6), Bacillus megaterium (W7, W19),
Pseudomonas alcaligenes (W15), Paenibacillus polymyxa (W18), Bacillus cereus
(UFV40), Pseudomonas putida (UFV43), juntamente com uma testemunha nao
tratada. Foi verificada a influéncia das rizobactérias no crescimento das plantas de
cebola. As rizobactérias que promoveram maior producdo de bulbos foram
Pseudomonas spp. W6, B. megaterium W19 e B. cereus UFV40. O isolado de B.
cereus UFV40 exerceu um efeito positivo sobre as variaveis relacionadas com a
producdo de biomassa da parte aérea aos 90 dias apds o transplante de mudas,
traduzida esta ultima, pelo aumento no tamanho e melhor classificagédo de bulbos.
As rizobactérias testadas ndo afetaram a perda de massa durante o periodo de
armazenamento dos bulbos.

Palavras-chave: Allium cepa, RPCV, Microbiolizagdo, Promogéo de crescimento.
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4 — CHAPTER Il - PRODUCTION, STORAGE AND RANKING OF ONION BULBS
AS AFFECTED BY MICROBIOLIZATION OF SEEDS WITH RHIZOBACTERIA

ABSTRACT

Benefic rhizobacteria can stimulate plant growth being an alternative for production of
onions. The experiment was carried out at the Experimental Station of the Epagri,
ltuporanga, State of Santa Catarina, Brazil in 2007 to evaluate the effect of
microbiolization with rhizobacteria on onion seed cv. Bola Precoce on plants
development and bulb vyield, ranking and storage of bulbs. Rhizobacteria
Pseudomonas spp. (W1, W2, W5, W6), Bacillus megaterium (W7, W19),
Pseudomonas alcaligenes (W15), Paenibacillus polymyxa (W18), Bacillus cereus
(UFV 040), Pseudomonas putida (UFV 043), were used as inoculants and compared
with a control treatment. It was found that there is influence of rhizobacteria on plant
growth of onion. The most significant result was shown by the treatment with
Pseudomonas spp. (W6), B. megaterium (W19) and e B. cereus UFV40, significantly
increasing bulb production. The isolate of B. cereus UFV40 showed a positive effect
on the parameters related to the production of shoots biomass at 90 days after
transplanting of seedlings, the latter reflected by increase in size and ranking of
bulbs. Loss of mass during bulb storage was not affected by rhizobacteria.

Key words: Allium cepa, PGPR, Microbiolization, Promotion of growth.
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4.1. INTRODUGAO

Na rizosfera, regi&do do solo que circunda a raiz e esta sob a influéncia do
sistema radicular, predominam bactérias de vida livre ou associadas aos tecidos das
plantas. O termo rizobactéria caracteriza bactérias da rizosfera que colonizam as
raizes, denominadas rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV)
quando apresentam efeitos positivos sobre as culturas (LUZ, 1996). Varios géneros
bacterianos sao conhecidos pela capacidade de promover o crescimento vegetal,
entre estes Bacillus e Pseudomonas os quais sdo de importancia reconhecida e
comercialmente utilizados como inoculantes e biofertilizantes em muitos paises
(KLOEPPER et al., 2004; BASHAN & BASHAN, 2005).

Uma vez que a sustentabilidade € uma diregdo a ser seguida na produgao
de alimentos, o uso de rizobactérias € considerado uma alternativa para a redugao
ou substituicdo do uso de produtos quimicos como adubos e agrotdéxicos (CASTRO
& MELO, 2007; SHAHAROONA et al., 2008), seja diretamente como promotoras de
crescimento, seja como agentes de controle biolégico de doengas (FREITAS &
AGUILAR-VILDOSO, 2004).

As rizobactérias exercem efeito benéfico sobre as plantas por diferentes
mecanismos de acdo, diretos ou indiretos, como por exemplo, a antibiose, o
parasitismo, a competicdo, a producao de sideroforos e a inducdo de resisténcia
(RAMAMOORTHY et al.,, 2001; TARNAWSKI et al., 2006). As rizobactérias sao
capazes de se multiplicar e colonizar rapidamente o sistema radicular, prevenindo a
invasao de patdégenos, pela produgdo de metabdlitos secundarios que inibem outros
microrganismos deletérios (KLOEPPER et al., 2004).

A utilizacdo de RPCV pode reduzir as perdas causadas pelas doencas e
contribuir para a producdo de hortalicas em condi¢des de campo, agregando valor
ao produto e causando menor impacto no meio ambiente. Pesquisas realizadas em
ambientes com condicbes controladas com RPCV, em laboratdrios e estufas,
apresentam respostas significativas na promocgado de crescimento de plantas e
controle de patogenos. Os efeitos na promogédo de crescimento incluem aumentos
na altura, no numero de folhas, na biomassa da parte aérea e da raiz, e na producao
de bulbos. BADAWY et al. (2003) demonstraram que a inoculagdo de uma mistura

de estirpes diazotréficas e um isolado solubilizador de fosfato promoveram o
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crescimento de raizes e folhas de cebola e aumentaram o rendimento de bulbos em
30%.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da microbiolizagdo de
sementes de cebola com rizobactérias sobre o crescimento de plantas, producao,

classificagcado e armazenamento de bulbos em condigdes de campo.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Localizacdo e tratamentos

A pesquisa foi desenvolvida na Estacdo Experimental da Epagri de
ltuporanga (27° 25’ S, 49° 38" W), ltuporanga, SC, com altitude de 475 m e clima
subtropical umido (Cfa), segundo a classificagcdo de Kdeppen. O experimento foi
conduzido a campo no periodo de julho a dezembro de 2007. Foram utilizadas
sementes de cebola cv. Bola Precoce que apresentavam 86% de germinacao e
7,93% de umidade.

Os isolados bacterianos utilizados no estudo fazem parte da colecdo de
RPCV do Dr. Wilmar Cério da Luz, obtidos da rizosfera de gramineas da regido de
Passo Fundo - RS. Vinte isolados foram microbiolizados em sementes de cebola e
avaliados quanto aos parametros biométricos da parte aérea de mudas em condicoes
de canteiros no ano 2006. Destes isolados, oito foram selecionados e fazem parte da
pesquisa, juntamente com dois isolados previamente estudados com as culturas do
tomate e feijao e fornecidos pelo Dr. Reginaldo da Silva Romeiro da Universidade
Federal de Vigosa (UFV) - MG.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com onze
tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos de microbiolizacdo nas sementes
foram os seguintes: Pseudomonas spp. (W1), Pseudomonas spp. (W2),
Pseudomonas spp. (WS5), Pseudomonas spp. (W6), B. megaterium (W7), P.
alcaligenes (W15), P. polymyxa (W18), B. megaterium (W19), B. cereus (UFV040), P.

putida (UFV043), e testemunha sem microbiolizagéo.
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As rizobactérias foram multiplicadas em meio de cultura agar nutritivo
(extrato de carne em p6 para microbiologia 3 g, peptona de carne 5 g, glicose anidra
2,5 g, agar 15 g e agua destilada 1000 mL), e as placas foram incubadas a 23 +
2°C. Apos 48 horas, as células foram removidas da superficie do meio de cultura
com um pincel e colocadas em agua destilada esterilizada. Uma suspensao de cada
rizobactéria foi preparada com agua destilada esterilizada com uma concentracao de
aproximadamente 10" unidades formadoras de coldnias por mL (LUZ, 2001), e a
suspensao foi padronizada segundo a escala de McFarland (MCFARLAND, 1970).
As sementes foram imersas nas suspensdes bacterianas por 5 minutos, sendo
agitadas, filtradas e deixadas para secar por 24 horas em temperatura ambiente. As
sementes da testemunha foram mantidas em agua destilada esterilizada, agitadas

por 5 minutos e deixadas secar a temperatura ambiente, também por 24 horas.

4.2.2. Instalacdo do experimento no campo

A semeadura foi realizada a lango, utilizando-se 3 g m?. As mudas foram
produzidas em canteiros conforme metodologia descrita nas recomendagdes da
Epagri/Sistema de Produgédo para cebola (EPAGRI, 2000). Durante a fase de
producao de mudas nao foram efetuadas aplicagdes de agrotoxicos para controle de
doengas.

Os resultados das analises quimicas na camada de 0-20 cm do solo da area
experimental de bulbos foram os seguintes: pH (H,0)= 5,6; P= 11,0 mg dm™; K= 328
mg dm™; AlI**= 0,0 cmolc dm™; Ca*?= 7,0 cmolc dm™; Mg*?= 3,1 molc dm™; CTC= 17,1
cmolc dm™; V%= 64,0, argila= 22% e matéria organica= 5,3%. O transplante foi
realizado 90 dias ap6s a semeadura pelo método de cultivo minimo sobre palhada de
milheto (Pennisetum americanum (L.). As mudas foram dispostas em 4 fileiras, no
espacamento de 0,1 m x 0,4 m, com populacdo desejada de 250.000 plantas por
hectare, em parcelas com 6,4 m?, em 4 repetigdes. A adubacéo de plantio constou da
aplicagdo a lango de 6 t ha™' de esterco de frango (3,5% N; 3,8% P,0s; 3,0% KzO;
4,2% Ca; 0,9% Mg; 2 mg kg Cu e 3 mg kg' Zn). Em cobertura 30 dias apds o
transplante foi aplicado 210 kg ha™ de Fosmag® (26% N; 5% Ca; 2% Mg; 9% S e

0,3% B). Durante a condugéo do experimento, foram efetuados os tratos culturais e
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fitossanitarios recomendados para a cultura. Foram realizadas pulverizagcdes com
Lambdacyhalothrin (Karate® 50 CE 100 ml ha™), visando ao controle de tripes, Thripis
tabaci (Lindeman). Foram realizadas pulverizagbes com os fungicidas Metalaxil-M +
Clorotalonil (Folio Gold® 375 g/100 L) e Clorotalonil (Bravonil Ultrex® 525 g/100L)
alternadamente, utilizando-se um pulverizador com CO e bico do tipo DG 110015
ajustando para um volume de calda de 400 L ha™, totalizando 5 aplicagdes durante o
ciclo da cultura, e herbicidas loxynil (Totril® 2 1.ha™) e Fenoxaprop-p-ethyl + Clethodim
(Podium® 11.ha™") (ANDREI, 1999), procurando-se manter a cultura livre de patégenos
e plantas daninhas, respectivamente. Os valores das precipitacbes e temperaturas
médias mensais observadas durante o periodo de avaliagao foram 233 mm e 11,1°C
em julho; 113,9 mm e 13,5°C em agosto; 150,8 mm e 17,8°C em setembro; 216,5 mm
e 19,1°C em outubro; 116,6 mm e 19,6°C em novembro (Anexo 1).

Foi realizada avaliagdo biométrica aos 90 dias apds o transplante (DAT). Foi
medida a altura da planta a partir do ponto de insergdo das raizes até o apice da
maior folhna com o auxilio de uma régua, o diametro do pseudocaule utilizando-se um
paquimetro digital, foi contado o numero de folhas, e foi avaliada a massa seca da
parte aérea. Para determinacdo da massa seca, as amostras foram acondicionadas
em sacos de papel e levadas a estufa com circulacdo forcada de ar, regulada a
temperatura de 60°C, até o material atingir peso constante para determinagcédo da
massa seca em balanca analitica.

A contagem de plantas, para determinagdo da populagdo de plantas por
hectare, e a colheita dos bulbos foram realizadas 128 dias apds o transplante, sendo
a cura realizada ao sol durante duas semanas. A avaliagdo dos tratamentos foi
realizada apos a cura e as caracteristicas avaliadas foram a produc¢ao de bulbos (kg
ha™') e massa fresca média de bulbos (g), dividindo-se a produgdo de bulbos apés a
cura pelo numero de plantas por hectare. A classificagcdo dos bulbos segundo o
didmetro transversal (cm) foi realizada de acordo com BRASIL (1995), que estabelece
quatro classes, ou seja, Classe 2: maior que 35 e até 50 mm de didmetro; Classe 3:
maior que 50 e até 70 mm; Classe 4: maior que 70 e até 90 mm e Classe 5: maior que
90 mm e expressos em percentagem.

Os bulbos foram armazenados em galpdo estaleiro em temperatura
ambiente, com umidade relativa do ar variavel. Para facilitar o manuseio e controle,
todos os tratamentos foram colocados em caixas de plastico abertas. Foi avaliado a

percentagem de perda de massa e bulbos deteriorados aos 50, 80 e 120 dias apds o
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inicio do armazenamento. A perda de massa em percentagem foi determinada pela
relacado entre a diferenca entre a massa inicial e a final, dividida pela massa inicial e
multiplicada por 100. As determinagcdes foram realizadas em balanca de preciséo,

excluindo-se as perdas em virtude de deterioracédo e da brotacéo.

4.2.3. Analise dos resultados

Atendidas as pressuposi¢cbes de homocedasticidade e normalidade dos
residuos, foi realizado a analise de variancia, sendo as médias dos tratamentos
comparadas pelo Teste de Duncan, a 5% de probabilidade. Os dados referentes as

2 para a variavel massa

percentagens foram transformados em y= arcsen (x/100)
seca da parte aérea os dados foram transformados em y = 1/x. As analises foram

feitas através dos programas “Statistica® 6.0” e “SASM-Agri® 8.0”.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados pesquisados influenciaram as variaveis avaliadas aos 90 DAT
(Tabela 4.1). Quanto ao didmetro de pseudocaule, numero de folhas, massa seca da
parte aérea, altura e diametro de bulbos foram verificados diferencas significativas
entre os tratamentos. Os isolados UFV40 e W5 foram os que mais influenciaram,
diferindo da testemunha nas variaveis diametro do pseudocaule, numero de folhas e
massa seca da parte aérea. A altura de plantas e o didmetro de bulbos foram
semelhantes entre os tratamentos, sendo que apenas o isolado UFV40 apresentou
diferenca significativa da testemunha.

A analise dos dados demonstrou a efetividade do isolado UFV40 em
promover o crescimento de plantas de cebola quando comparado a testemunha
(Tabela 4.1). O tratamento com o isolado UFV40 apresentou plantas com maiores
médias para todas as variaveis avaliadas aos 90 DAT. O efeito benéfico da
microbiolizacdo de sementes de cebola com isolados de rizobactérias, observado por

NEVES (2001) em condicbes de casa-de-vegetacao, também foi verificado no
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presente estudo, embora os resultados obtidos nesse experimento tenham mostrado
incrementos menores. Entretanto, houve respostas significativas na mesma fase de
desenvolvimento das plantas, ou seja, no periodo de bulbificagdo. De acordo com
CARDOSO & NOGUEIRA (2007), conforme a planta se desenvolve e atinge maior
atividade fisioldgica, com aumento do sistema radicular e da parte aérea, maiores
quantidades e diversidade exsudatos sao liberados para a rizosfera (LYNCH, 1990),
aumentando a atividade dos microrganismos, inclusive os promotores de crescimento
vegetal. Diversos componentes dos exsudatos de plantas atuam como sinais
moleculares que controlam as interagdes planta-microrganismos. As raizes recebem
entre 30 a 60% do C fotossintizado, dos quais 10 a 20% sao liberados por
rizodeposicao (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). A maior quantidade de exsudatos
liberados pelas raizes de cebola durante as fases vegetativa e bulbificagao,
provavelmente, favoreceram a colonizacido das rizobactérias na rizosfera das plantas

afetando o crescimento das plantas.

TABELA 4.1 - EFEITO DO TRATAMENTO DE SEMENTES DE CEBOLA COM RIZOBACTERIAS
SOBRE O DIAMETRO DO PSEUDOCAULE (DP), NUMERO DE FOLHAS (NF),
MASSA SECA DA PARTE AEREA (MSPA), ALTURA (A) E DIAMETRO DE BULBOS
(DB) AVALIADOS AOS 90 DIAS APOS O TRANSPLANTE DAS MUDAS. CULTIVAR
BOLA PRECOCE. EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2007

Isolados/Testemunha DP NF MSPA A DB

mm g cm mm
Pseudomonas spp. W1 14,2 abc 80 abc 7800 ab 629 ab 30,6 ab
Pseudomonas spp. W2 13,7 abc 7,8 abc 5,075 ab 599 ab 26,9 ab
Pseudomonas spp. W5 15,0 ab 8,3 ab 7,450 a 63,6 ab 30,9 ab
Pseudomonas spp. W6 14,3 abc 7,9 abc 5650 ab 64,3 ab 258 ab
Bacillus megaterium W7 141 abc 81 abc 7,000 ab 618 ab 29,6 ab

Pseudomonas alcaligenes W15 12,9 bc 79 abc 5300 ab 57,3 b 27,7 ab

Paenibacillus polymyxa W18 134 abc 7,4 bc 4725 ab 57,7 b 256 ab

Bacillus megaterium W19 13,9 abc 8,1 abc 5,125 ab 59,3 ab 258 ab

Bacillus cereus UFV40 15,7 a 88 a 8,125 a 66,4 a 32,0 a

Pseudomonas putida UFV43 14,3 abc 81 abc 5650 ab 593 ab 26,1 ab

Testemunha 124 ¢ 72 c 4,225 b 56,3 b 23,7 b
C.V. (%) 9,91 7,7 26,6 8,32 15,9

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan. Os dados referentes a variavel massa seca da parte aérea
foram transformados em y =RQ 1/x.
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Quanto a produtividade de bulbos e a massa média de bulbo, foram
verificadas diferencas significativas (Tabela 4.2). Os tratamentos W6 (23.375 kg ha™),
W19 (23.104 kg ha™') e UFV40 (23.000 kg ha™") foram estatisticamente iguais entre si
e superiores a testemunha que apresentou a menor média (15.844 kg ha™). Os
isolados W6, W19 e UFV40 apresentaram aumentos significativos de 48%, 46% e
45%, respectivamente, na produtividade de bulbos em relagao a testemunha, embora
nao tenham diferido estatisticamente dos tratamentos W1, W2, W5, W7 e W15. Os
demais tratamentos n&o apresentaram aumentos significativos para esta variavel. Os
tratamentos UFV40 (88,6 g), W6 (88,3 g), W1 (87,7 g) e W19 (85,9 g) apresentaram
maior massa média de bulbos. Os isolados W6, UFV40, W1 apresentaram maior
massa média de bulbos, com diferenga significativa para os valores da testemunha e
para o isolado UFV43.

Os tratamentos apresentaram populagao entre 272.917 e 235.417 plantas por
hectare (Tabela 4.2). O tratamento W19 teve o maior numero de plantas no final do
ciclo e o W7 o menor numero. A populagdo de plantas pode ser influenciada pela
interagdo com isolados de rizobactérias e espécie vegetal, que sofrem efeitos
deletérios reduzindo o numero de plantas (PELTZER et al., 2004).

O fato de isolados de outras regides e obtidos de outras espécies vegetais
terem promovido crescimento em plantas de cebola sugere a ndo especificidade,
como relatada por QUADT-HALLMANN & KLOEPPER (1996), onde descrevem que
isolados originais de um hospedeiro podem facilmente colonizar outros hospedeiros
de espécies diferentes, até mesmo com maior intensidade.

Dentre os tratamentos avaliados, o isolado UFV40 apresentou maior
percentagem de bulbos na classe 3 (69,6%), considerada como a ideal para
comercializagdo (Tabela 4.3). Os tratamentos com os isolados W1, W5, W19 e
UFV40 nao apresentaram refugo. Os tratamentos W15, W18 e a testemunha
apresentaram percentagem de bulbos na classe 3 abaixo de 40%, e também,
elevada percentagem de bulbos na classe 2 (acima de 50%), também considerada
como padrao inferior de acordo com a classificagdo do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1995). O isolado UFV40 exerceu um efeito
positivo sobre as variaveis avaliadas aos 90 dias apds o transplante, o que pode ter
refletido no aumento no tamanho de bulbos e melhor classificagcdo destes, como
resultado do melhor desenvolvimento da planta propiciado pela microbiolizagao do

isolado. Estes resultados confirmam o potencial do isolado UFV40 na promocgao de
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crescimento de plantas obtidos por VIEIRA JUNIOR (2005) com a cultura do
feijoeiro.

Os resultados demonstraram que a microbiolizacdo das sementes com
rizobactérias ndo afetou a perda de massa durante o periodo de armazenamento da
cebola em nenhuma das avaliagbes (Tabela 4.4). As percentagens de perdas apos
120 dias de armazenamento variaram de 16,5 a 22,5.

A maioria dos trabalhos com RPCV utiliza um grande numero de isolados
nas seleg¢des preliminares (CHEN et al., 1996). No entanto, apesar do numero
reduzido de isolados testados nesse trabalho, alguns deles promoveram o
crescimento de plantas e aumento na produg¢ao de bulbos de cebola. Por outro lado,
nao se conhece a capacidade e o tipo de colonizagdo dessas bactérias nas
sementes e raizes de cebola, uma vez que nao foram feitos ensaios especifios para

quantificar a populagao bacteriana na superficie e no interior dos érgaos.

TABELA 4.2 - EFEITO DO TRATAMENTO DE SEMENTES DE CEBOLA COM RIZOBACTERIAS
SOBRE A PRODUTIVIDADE DE BULBOS (PB), POPULAGAO DE PLANTAS POR
HECTARE (PP) E MASSA MEDIA DE BULBO (MMB) AVALIADOS AOS 128 DIAS
APOS O TRANSPLANTE DAS MUDAS. CULTIVAR BOLA PRECOCE. EPAGRI,
ITUPORANGA, SC, 2007

Isolados/Testemunha PB (kg ha')  Diferenca* PP (n. ha™) MMB (g)
(kg/ha) % (9)
Pseudomonas spp. W1 21.927 abc 38 250.000 ab 87,7 a
Pseudomonas spp. W2 20.417 abc 29 266.667 ab 76,2 abc
Pseudomonas spp. W5 21.521 abc 36 266.667 ab 80,8 abc
Pseudomonas spp. W6 23.375 a 48 264583 ab 88,3 a
Bacillus megaterium W7 17.863 abc 13 235417 b 75,7 abc
Pseudomonas alcaligenes W15 17.994 abc 14 260.417 ab 69,2 abc
Paenibacillus polymyxa W18 16.815 bc 6 258.333 ab 65,3 abc
Bacillus megaterium W19 23.104 a 46 272917 a 859 ab
Bacillus cereus UFV40 23.000 ab 45 258.333 ab 88,6 a
Pseudomonas putida UFV43 16.302 ¢ 3 266.667 ab 61,7 ¢
Testemunha 15.844 c 0 245833 ab 63,9 bc
C.V. (%) 18,90 7,79 18,43

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan. * Diferenca no rendimento de bulbos em relagao a testemunha,
expressa em porcentagem.
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TABELA 4.3 - CLASSIFICAGAO COMERCIAL DE BULBOS DE CEBOLA DA CV. BOLA PRECOCE
APOS TRATAMENTO DE SEMENTES COM RIZOBACTERIAS. EPAGRI,

ITUPORANGA, SC, 2007

Classe 4* Classe 3 Classe 2 Refugo*

Isolados/Testemunha (%) (%) (%) (%)
Pseudomonas spp. W1 2,5 56,6 ab 39,2 ab 0
Pseudomonas spp. W2 0 514 ab 444 ab 2,7
Pseudomonas spp. W5 0,7 51,1 ab 48,2 ab 0
Pseudomonas spp. W6 1,6 64,5 ab 299 b 1,6
Bacillus megaterium W7 0,8 49,4 ab 444 ab 3,5
Pseudomonas alcaligenes W15 0 36,1 60,0 a 3.1
Paenibacillus polymyxa W18 0 35,7 59,3 a 1,7
Bacillus megaterium W19 1,6 59,1 ab 38,5 ab
Bacillus cereus UFV40 0,8 69,6 a 281 b 0
Pseudomonas putida UFV43 0 46,2 ab 42,3 ab 4,6
Testemunha 1,6 341 b 575 a 4,4

CV.% 191,80 25,00 24,01 131,31

* Efeito de tratamento nédo significativo. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Duncan. Os dados referentes as
percentagens foram transformados em y= arcsen (x/100)"2.

TABELA 4.4 - PERCENTAGEM DE PERDAS DE MASSA DOS BULBOS AOS 50, 80 E 120 DIAS
APOS A COLHEITA E ARMAZENAMENTO DOS BULBOS DE CEBOLA DA
CULTIVAR BOLA PRECOCE, ORIUNDOS DE SEMENTES MICROBIOLIZADAS
COM RIZOBACTERIAS. EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2007

Perdas (%)

Isolados/Testemunha 50 dias* 80 dias* 120 dias*
Pseudomonas spp. W1 6,0 15,1 21,8
Pseudomonas spp. W2 3,4 14,7 22,5
Pseudomonas spp. W5 5,7 13,7 19,3
Pseudomonas spp. W6 2,7 15,6 22,3
Bacillus megaterium W7 5,9 13,1 19,1
Pseudomonas alcaligenes W15 3,9 10,5 16,7
Paenibacillus polymyxa W18 5,7 15,6 20,1
Bacillus megaterium W19 6,5 14,2 21,3
Bacillus cereus UFV40 5,8 12,2 16,9
Pseudomonas putida UFV43 3,3 14,2 19,0
Testemunha 2,8 13,2 16,5
CV.% 49,91 30,15 26,93

* Efeito de tratamento nao significativo. Os dados referentes as percentagens foram transformados

em y= arcsen (x/100)"2.
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Os isolados avaliados pertencem aos géneros Bacillus e Pseudomonas, que
sao residentes comuns do filoplano de plantas cultivadas, além de serem isolados
da rizosfera de varias espécies vegetais (KLOEPPER et al., 2004; SHAHAROONA et
al., 2008). Além disso, LODEWYCKX et al. (2002) incluem estes géneros entre os
endofiticos comuns em varias espécies vegetais. Os isolados podem ter colonizado
tanto externa como internamente as mudas de cebola, ja que essas bactérias
apresentam a capacidade de colonizar os tecidos da planta, podendo sintetizar
hormdnios de crescimento ou induzir a sintese desses compostos como auxinas,
citocininas e giberelina, que influenciam no crescimento das plantas (COCKING,
2003).

4.4. CONCLUSOES

A microbiolizacdo de sementes de cebola com rizobactérias influenciou no
desenvolvimento da cultura, com efeito positivo sobre as variaveis relacionadas com
a producao de biomassa da parte aérea aos 90 dias apos o transplante das mudas,
e os isolados que resultaram em maior produgao de bulbos foram Pseudomonas
spp. W6 (23.375 kg ha™"), B. megaterium (23.104 kg ha™") e B. cereus UFV40 (23.000
kg ha™)

O isolado de B. cereus UFV40 promoveu o crescimento das plantas, com
efeito positivo sobre tamanho e melhor classificacdo de bulbos, apresentando em
termos numéricos, a maior proporcao de bulbos da classe 3 e menor da classe 2.

As rizobactérias testadas nao afetaram a perda de massa durante o periodo

de armazenamento dos bulbos.
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5 — CAPITULO Il - VOLUME DAS RAIZES, CRESCIMENTO DAS PLANTAS E
PRODUGAO DE BULBOS DE CEBOLA EM AMBIENTE PROTEGIDO

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a microbiolizacdo de sementes de
cebola com rizobactérias no sistema radicular e producdo de biomassa das plantas
de cebola cv. Bola Precoce em ambiente protegido. O trabalho foi conduzido na
Estacdo Experimental da Epagri, ltuporanga, SC, no ano de 2008. O delineamento
experimental foi de blocos ao acaso com quatro repeticdes, utilizando-se as
rizobactérias Pseudomonas spp. W6, B. megaterium W19 e B. cereus UFV40,
microbiolizadas nas sementes, aplicadas isoladamente ou em mistura dos trés
isolados, juntamente com uma testemunha n&o tratada. A microbiolizacdo de
isolados de rizobactérias nas sementes de cebola promoveu o aumento do volume
radicular e crescimento das plantas de cebola, cujos incrementos variaram conforme
o isolado de rizobactéria testado. Os tratamentos que receberam o isolado B. cereus
UFV40 e a mistura dos isolados Pseudomonas W6, B. megaterium W19 e B. cereus
UFV40 apresentaram os maiores valores de massa fresca de bulbo. O volume de
raizes das plantas de cebola que receberam o isolado de B. cereus UFV-40 foi
quantitativamente superior a testemunha.

Palavras-chave: Allium cepa, Bacillus, Pseudomonas, RPCV, Promog¢ao de
crescimento.
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5 — CHAPTER Illl - ROOT VOLUME, PLANT GROWTH AND ONION BULB
PRODUCTION UNDER GREENHOUSE CONDITIONS

ABSTRACT

This study evaluated the effect of rhizobacteria microbiolization applied on seeds
alone or in combination on response in the amount of roots and biomass production
of onion plants cv. Bola Precoce at the Experimental Station of Epagri, ltuporanga,
SC, in 2008. The experimental design was in randomized blocks with four
replications, using the rhizobacteria Pseudomonas spp. W6, B. megaterium W19 and
B. cereus UFV40, microbiolized in seeds, applied isolatedly or in mixture of the three
isolates, together with untreated plants. The microbiolization of rhizobacteria isolates
in onion seeds stimulate the growth of root volume and growth of onion plants, with
isolates tested rhizobacteria. Treatments that receive the isolated B. cereus UFV40
and the mixture of isolate of Pseudomonas W6, B. megaterium W19 and B. cereus
UFV40 presented the highest values for fresh mass of bulb. The volume of roots
formed in onion plants that receive the isolated of B. cereus UFV-40 is quantitatively
superior to control treatment.

Keywords: Allium cepa, Bacillus, Pseudomonas, RPCV, Promotion of growth.
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5.1. INTRODUGAO

Os microrganismos do solo sdo de fundamental importéncia na agricultura.
A producgdo agricola pode ser influenciada pelos microrganismos de diferentes
maneiras, sendo uma delas a promog¢ao do crescimento de plantas. As rizobactérias
podem promover o crescimento das plantas - RPCV, refletido pela altura,
crescimento das raizes e produgdo de biomassa vegetal, quando comparadas a
plantas ndo associadas as RPCV (LUCY et al., 2004). Os efeitos da promocao de
crescimento vegetal podem ser explicados pela melhoria da nutricdo de plantas, por
meio de um melhor desenvolvimento das raizes e producdo de substancias
reguladoras de crescimento vegetal (KLOEPPER, 2003; FUENTES-RAMIREZ &
CABALLERO-MELLADO, 2005).

Os estudos, em sua grande maioria, ainda tém sido desenvolvidos com
rizobactérias aplicadas isoladamente. Para Freitas (2007), € mais provavel que a
maioria dos eventos de controle biolégico que ocorrem naturalmente pelo uso de
rizobactérias seja resultado da mistura de antagonistas e ndo de um unico isolado.
Ramamoorthy et al. (2001) comprovaram que a mistura de isolados selecionados
pode ter melhor resultado que a aplicagao de um sé. A utilizacido de uma mistura de
isolados de rizobactérias pode promover o crescimento de plantas por meio de
varios mecanismos de ag¢ao, maior estabilidade na rizosfera e eficiéncia em uma
gama de condi¢coes ambientais (NIRANJANRAJ et al., 2006).

E dificil precisar todos os fatores que podem interferir na microbiota nativa
do solo, mas, entre eles, estéo fatores abidticos como a estrutura e textura do solo,
em relacdo ao conteudo de umidade e de nutrientes, a aeragao e os valores de pH
(FREITAS, 2007). Em condi¢cbes de campo, a variabilidade edafoclimatica faz com
que seja dificil avaliar isoladamente a influéncia dos varios fatores no
desenvolvimento da planta.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de rizobactérias no
desenvolvimento radicular e na produgdo de biomassa das plantas de cebola em

ambiente protegido.
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5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Localizagao e tratamentos

A pesquisa foi realizada na Estacdo Experimental da Epagri, Ituporanga,
localizada no Alto Vale do Rio Itajai, Santa Catarina, tendo por coordenadas
geograficas latitude de 27° 25’ S, longitude de 49° 38 W e altitude de 475 m. O
trabalho foi conduzido em ambiente protegido no periodo de julho a novembro de
2008.

Os isolados foram selecionados a partir de avaliagdes nas fases de muda
(Capitulo 1) e produgao de bulbos no campo (Capitulo 2). Os tratamentos constaram
de testemunha sem microbiolizagdo (T), da aplicagdo nas sementes de
Pseudomonas spp. (W6), B. megaterium (W19), B. cereus (UFV40) e mistura dos
trés isolados (Mistura). Para se proceder ao preparo das suspensdes rizobacteriana,
cada isolado foi multiplicado separadamente em meio agar nutritivo (extrato de carne
em po para microbiologia 3 g, peptona de carne 5 g, glicose anidra 2,5 g, agar 15g e
agua destilada 1000 mL), e as placas foram incubadas a 23 + 2°C, por 48 horas.
ApOs esse periodo, as células foram removidas da superficie do meio de cultura com
um pincel e colocadas em &gua destilada esterilizada. A concentragdo das
suspensdes foi ajustada de acordo com a escala de McFarland (MCFARLAND,
1970) e o numero de unidades formadoras de coldnias de aproximadamente 10’
UFC mL™. Foi empregado a mesma proporgao (1:1:1) de inéculo para realizagdo da
mistura de isolados e a suspensdo de rizobactérias foi homogeneizada. As
sementes foram imersas nas suspensdes bacterianas por 5 minutos, sendo
agitadas, filtradas e deixadas para secar em temperatura ambiente, por 24 horas. As
testemunhas foram mantidas em agua destilada esterilizada, agitadas por 5 minutos

e deixadas secar a temperatura ambiente, por 24 horas.
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5.2.2. Produgao de mudas e instalagéo do experimento.

As mudas foram cultivadas em canteiros, conforme metodologia descrita
nas recomendacdes da Epagri/Sistema de Produgdo para Cebola (EPAGRI, 2000).
Aos 90 dias apdés a semeadura, as mudas oriundas de sementes microbiolizadas
foram transplantadas em saco plastico contendo 4 kg de solo. O delineamento
experimental foi de blocos ao acaso, com quatro repeticbes. Cada unidade
experimental era constituida de um vaso com duas mudas.

O solo utilizado no experimento foi proveniente de uma camada de 0-20 cm
de profundidade, classificado como Cambissolo, cujas caracteristicas quimicas
foram avaliadas por analise e resultaram em: pH (H20)= 6,1; P= 49,0mg dm™; K=
512mg dm™; Al**= 0,0cmolc dm™; Ca*?= 11,0cmolc dm™; Mg*?= 5,8molc dm™; CTC=
23,0cmolc dm™; V%= 78,7, argila= 33% ; e matéria organica= 5,5%. O solo foi
peneirado e homogeneizado.

A adubagado de plantio consistiu de 8 g de fosfato natural por vaso. Em
cobertura, foi aplicado 9 g de adubo Fosmag® (26% N; 5% Ca, 2% Mg, 9% S e 0,3%
B), parcelados aos 30, 45 e 60 dias apds o transplante. Durante a condugédo do
experimento, foram realizadas trés pulverizagbes com Lambdacyhalothrin (Karate®
50 CE 100 ml ha™') (ANDREI, 1999), visando ao controle de tripes, Thripis tabaci
(Lindeman). Os recipientes foram irrigados durante todo o experimento, sempre que
necessario. As plantas daninhas que emergiram foram eliminadas manualmente. Os
dados de temperatura maxima e minima foram registrados durante a condug¢ao do
experimento e encontram-se no anexo 2.

Aos 30 e 60 dias apds o transplante (DAT), foram realizadas avaliagbes
biométricas para determinar a altura das plantas a partir do nivel do solo até o apice
da folha mais alta com o auxilio de uma régua e o didmetro do pseudocaule com o
auxilio de um paquimetro digital. Foi realizada a contagem do numero de folhas e a
avaliagao final aos 110 dias apds o transplante. No momento da avaliacao final, as
raizes das plantas foram cortadas rente ao bulbo, e a parte aérea cortada 1cm
acima do bulbo. As raizes foram lavadas em agua corrente. Foi determinado o
volume de raizes pelo deslocamento de agua em proveta de 100 mL, expresso em
cm®. Foram determinadas a massa fresca de bulbo e a massa seca da parte aérea e

do sistema radicular. Para determinacdo da massa seca, as amostras foram
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acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa com circulagao forcada de ar,
regulada a temperatura de 60°C, até o material atingir massa constante para

determinagdo da massa seca em balancga analitica.

5.2.3 Analise dos resultados.

Foi realizado o teste de normalidade e homogeneidade. Atendidas as
pressuposi¢des, os dados foram submetidos a analise de variancia, aplicando-se o
teste F a 5% de probabilidade. Posteriormente, as médias foram comparadas pelo
Teste de Duncan. As andlises foram feitas através dos programas “Statistica® 6.0” e
“SASM-Agri® 8.0”.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos para a variavel
altura de planta aos 30 e 60 DAT (Tabela 5.1). Aos 30 dias, a altura das plantas
microbiolizadas com os tratamentos W19 (59,5 cm), W6 (58,6 cm) e UFV40 (57,5
cm) foram estatisticamente iguais entre si e superiores a testemunha que
apresentou a menor média (53,5 cm). Aos 60 dias, todos os tratamentos
apresentaram plantas com alturas superiores a testemunha, porém sé o isolado W19
diferiu estatisticamente. Esse aumento na altura da planta, devido a microbiolizagao
de rizobactérias, também foi relatado por Mandhare et al. (1998) e Balemi et al.
(2007) na cultura da cebola.

As rizobactérias proporcionaram maior didmetro do pseudocaule (Tabela
5.1). Os isolados W19 (10,6 mm; 12,8 mm), W6 (10,5 mm; 12,5 mm) e UFV40 (10,3
mm; 11,9 mm) apresentaram aumentos significativos em relagao a testemunha (9,3
mm; 10,8 mm), aos 30 e 60 DAT, respectivamente. O tratamento com mistura dos trés
isolados foi estatisticamente igual a testemunha em todas as avaliagbes para as

variaveis altura de planta e didmetro de pseudocaule .
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TABELA 5.1 - EFEITO DO TRATAMENTO COM RIZOBACTERIAS MICROBIOLIZADAS NAS
SEMENTES SOBRE AS VARIAVEIS ALTURA DE PLANTA (ALT) E DIAMETRO
DE PSEUDOCAULE (DP), AVALIADOS AOS 30 E 60 DIAS APOS O
TRANSPLANTE DE MUDAS (DAT) DE CEBOLA CV. BOLA PRECOCE
CULTIVADAS EM AMBIENTE PROTEGIDO. EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2008

ALT (cm) DP (mm)

Isolados/Testemunha 30 DAT 60 DAT 30 DAT 60 DAT
T Testemunha 535 ¢ 570 b 93 c 10,8 d
W6 Pseudomonas spp. 58,6 ab 59,5 ab 10,5 a 12,5 ab
W19 Bacillus megaterium 59,5 a 61,5 a 10,6 a 12,8 a
UFV40 Bacillus cereus 57,5 ab 59,8 ab 10,3 ab 11,9 bc
MISTURA  W6+W19+UFV40 55,1 bc 59,6 ab 9,6 bc 11,3 cd

C.V. (%) 3,94 3,90 4,42 3,77

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan.

O numero de folhas em plantas com os tratamentos W6, W19 e UFV40
foram superiores a testemunha (Tabela 5.2). Para a variavel massa seca da parte
aérea, o tratamento UFV40 (11,4 g) apresentou resultados superiores a testemunha
(8,2 g), nao diferindo dos tratamentos W6 (9,7 g) e W19 (9,5 g). A massa fresca de
bulbo dos tratamentos UFV40 (55,1 g) e Mistura (59,9 g) foram estatisticamente
iguais entre si e superiores as plantas que nao receberam rizobactérias (42,3 g). Os
resultados obtidos estdo de acordo com aqueles encontrados por Badawy et al.
(2003) e Karthikeyan (2008) que também obtiveram melhores resultados com
mistura de isolados que promoveram a producgao de bulbos de cebola.

Existem na literatura varios exemplos de pesquisas com mistura de
rizobactérias (RAUPACH & KLOEPPER, 1998; BOER et al., 1999). Embora na
maioria dos casos a mistura promova o crescimento de plantas e o biocontrole de
doencas, em comparagao com a aplicacado de rizobactérias separadamente, existem
relatos de redugao de eficiéncia. As médias obtidas para as variaveis altura de
planta, didametro de pseudocaule, nimero de folhas e massa seca da parte aérea
néo diferiram signficativamente da testemunha. A mistura foi superior a testemunha
somente para a variavel massa fresca de bulbo. Mafia (2007) aconselha como pré-
requisito, considerar a compatibilidade entre os isolados. A inoculagdo conjunta de
isolados pode afetar o crescimento das plantas, entretanto a presenca de um
microrganismo afeta a biologia e a fisiologia dos outros. Esta interacdo pode ser
positiva ou negativa (SOMERS et al., 2004).
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Os efeitos produzidos pelas RPCV dependem de fatores como a
concentracao inoculada, condigbes ambientais e momento de inoculagdo. Uma
concentragdo elevada de indculo pode provocar efeitos ndo desejaveis com a
diminuicdo no comprimento das raizes. Em geral, a concentragao 6tima de aplicagéo
é de 10°a 10" UFC mL™, que esta de acordo com a utilizada no experimento (OKON
& VANDERLEYDEN, 1997).

Quanto ao volume de raizes os tratamentos com rizobactérias foram
estatisticamente iguais entre si (Tabela 5.3). O tratamento com o isolado de B. cereus
UFV40 apresentou plantas com volume de raizes (28,8 cm®) superior a testemunha
que apresentou a menor volume de raizes (17,5 cm®). Ndo houve efeito de
tratamentos para a variavel massa seca de raizes.

Os resultados estado de acordo com os obtidos por Badawy et al. (2003), que
obtiveram aumentos de 39% na massa radicular da cebola pelo efeito de B. polymyxa.
Conforme Benizri et al. (2001), o aumento no volume do sistema radicular mostra
uma correta colonizagdo das rizobactérias microbiolizadas, que tem relacdo direta
com a promogao de crescimento das plantas, pela maior absor¢ao de nutrientes e

agua.

TABELA 5.2 - EFEITO DOS TRATAMENTOS COM RIZOBACTERIAS MICROBIOLIZADAS NAS
SEMENTES SOBRE AS VARIAVEIS NUMERO DE FOLHAS (NF), MASSA SECA DA
PARTE AEREA (MSPA) E MASSA FRESCA DE BULBOS (MFB), AVALIADOS AOS
110 DIAS APOS O TRANSPLANTE DE MUDAS DE CEBOLA BOLA PRECOCE
CULTIVADAS EM AMBIENTE PROTEGIDO. EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2008

Isolados/Testemunha NF* MSPA* (9) MEB * (q)
T Testemunha 99 b 82 b 423 c
W6 Pseudomonas spp. 11,0 a 9,7 ab 46,6 bc
W19 Bacillus megaterium 10,9 a 9,5 ab 43,2 ¢
UFV40 Bacillus cereus 11,6 a 114 a 55,1 ab
MISTURA W6+W19+UFV40 10,8 ab 88 b 59,9 a
CV. (%) 5,45 13,56 12,59

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan.

Uma das explicagbes para o efeito das rizobactérias sobre a promog¢ao do
crescimento das plantas € a produgdo de substancias reguladoras de crescimento

(HOLL et al., 1988). Aproximadamente 80% das bactérias que vivem associadas as



91

plantas produzem auxinas (BOWEN e ROVIRA, 1999). A inoculagao de rizobactérias
afeta a estrutura radicular devido a produgdo de acido 3-indol-acético (AlA),
aumentando o numero de raizes laterais e secundarias. Esta mudang¢a na morfologia
pode afetar os microrganismos associados a rizosfera (OKON & KAPULNIK, 1986).
Os resultados apresentados nesse experimento demonstram o efeito
benéfico de rizobactérias sobre o crescimento de raizes, podendo afetar o
crescimento da parte aérea das plantas e a producdo da cultura. Os efeitos da
promocdo de crescimento vegetal podem ser explicados pelo melhor

desenvolvimento das raizes.

TABELA 5.3 - EFEITO DO TRATAMENTO COM RIZOBACTERIAS MICROBIOLIZADAS NAS
SEMENTES SOBRE AS VARIAVEIS VOLUME DE RAIZES (VR) E MASSA SECA
DE RAIZES (MSR), AVALIADOS AOS 110 DIAS APOS O TRANSPLANTE DAS
MUDAS DE CEBOLA BOLA PRECOCE CULTIVADAS EM AMBIENTE
PROTEGIDO. EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2008

Isolados/Testemunha VR (cm®) MSR* (q)
T Testemunha 175 b 3,3
W6 Pseudomonas spp. 23,8 ab 3,8
W19 Bacillus megaterium 25,0 ab 4,0
UFV40 Bacillus cereus 28,8 a 4,2
MISTURA W6+W19+UFV40 25,0 ab 4.1
C.V. (%) 20,67 15,51

* Efeito de tratamento n&o significativo. Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Duncan.

5.4. CONCLUSOES

A microbiolizagdo de isolados de rizobactérias nas sementes de cebola
promove o aumento do volume radicular e crescimento das plantas de cebola.

As plantas microbiolizadas com B. cereus UF40 isoladamente e as que
receberam a mistura dos isolados Pseudomonas spp. W6, B. megaterium W19 e B.
cereus UFV40 apresentaram os maiores valores de massa fresca de bulbo.

O volume de raizes das plantas de cebola microbiolizadas com B. cereus

UFV-40 foi superior a testemunha.
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6 — CAPITULO IV - EFEITO DE RIZOBACTERIAS NO CRESCIMENTO E
PRODUTIVIDADE DA CEBOLA

RESUMO

Nesse trabalho, foi avaliado o efeito da aplicacdo de rizobactérias no crescimento e
produtividade da cebola da cv. Bola Precoce realizado na Estacdo Experimental da
Epagri, Ituporanga, SC, no ano 2008. O delineamento experimental foi em blocos ao
acaso com cinco repeti¢gdes, utilizando as rizobactérias Pseudomonas spp. W6, B.
megaterium W19 e B. cereus UFV40, microbiolizadas isoladamente nas sementes
ou em mistura dos trés isolados, juntamente com uma testemunha nao tratada. A
massa seca da parte aérea das mudas microbiolizadas com Bacillus cereus UFV40
foi superior a testemunha. Os teores de macro e micronutrientes nas folhas n&o
foram afetados pelos tratamentos. Os tratamentos com aplicacdo de rizobactérias
proporcionaram maior altura, didmetro de pseudocaule e numero de folhas nas
plantas avaliadas aos 90 dias apés o transplante. Todas as plantas que receberam
os tratamentos com rizobactérias apresentaram maior massa fresca e rendimento de
bulbos em relagcdo a testemunha. A massa dos bulbos e a classificacdo comercial
foram afetados positivamente pelos tratamentos, com destaque para B. megaterium
W19.

Palavras-chave: Allium cepa, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Pseudomonas,
RPCV.
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6 — CHAPTER IV - EFFECT OF RHIZOBACTERIA IN ONION GROWTH AND YIELD

ABSTRACT

This paper evaluates the effect of applying rhizobacteria in the growth and
productivity of cv. Precoce Bola onions. The study was conducted in the
Experimental Station of Epagri, ltuporanga, SC, in 2008. Experimental design
consisted of randomized blocks with five replications using Pseudomonas spp. W6,
B. megaterium W19 e B. cereus UFV40 rhizobacteria, microbiolized in seeds, applied
alone or in mixture of the three isolates, along with a control treatment. The dry
matter of the aerial part of the seedlings was superior to the control for the treatment
microbiolized with Bacillus cereus UFV40. The contents of macro and micronutrients
in seeds were not affected by treatments. The treatments involving rhizobacteria
application showed higher heights, diameter of pseudo-culm and number of leaves in
plants measured 90 days after transplanting. All the plants which received treatments
with rhizobacteria presented better results considering the fresh weight and yield of
bulb in relation to the control. The mass of bulbs and commercial ranking were
positively affected by the treatments, especially for B. megaterium W19.

Key words: Allium cepa, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Pseudomonas,
PGPR.
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6.1. INTRODUGAO

A cebola é de origem asiatica e uma das plantas cultivadas de mais ampla
difusdo no mundo. Ocupa o terceiro lugar entre as hortalicas de maior expressao
econdmica do Brasil (SOUZA & RESENDE, 2002) e constitui atividade
socioeconémica de grande relevéncia para os Estados da Regi&o Sul.

As bactérias que colonizam as raizes e sua zona de influéncia sao
denominadas rizobactérias. As rizobactérias benéficas sdo conhecidas na literatura
como PGPR (“Plant Growth Promoting Rhizobacteria”) (NIRANJAN RAJ et al., 2005;
PODILE & KISHORE, 2006) ou RPCV (Rizobactérias promotoras de crescimento
vegetal) (LUZ, 1996), desempenhando fung¢des importantes para a planta, como o
controle biolégico de patdgenos pelo efeito antagonista e indugcdo de resisténcia
sistémica e aumento na disponibilidade de elementos minerais como a solubilizagao
de fosfato, a fixagdo de nitrogénio e a fitoestimulagdo ao estimular a emergéncia e o
enraizamento. Nos ultimos anos, tém sido descritas numerosas espécies de
bactérias associadas a rizosfera de diferentes plantas (FREITAS, 2007).

As RPCV se associam a superficie das raizes promovendo atividades
benéficas para o crescimento, nutricdo e sanidade da planta. Apesar dos humerosos
resultados positivos com rizobactérias, a inoculagdo de RPCV pode gerar resultados
imprevisiveis, o que limita seu uso como inoculante comercial em grande escala
(DOBBELAERE et al., 2002). A atividade e a sobrevivéncia das RPCV na rizosfera
dependem de varios fatores, tais como a variabilidade dos fatores ecologicos e
ambientais, as condic¢des fisicas e quimicas do solo, as caracteristicas genéticas das
cepas e a competicao com a microbiota nativa na colonizagéo da rizosfera (JOHRI et
al., 2003).

A interacdo com o fator bidtico € importante, devendo a populagao inoculada
competir ativamente pelos nutrientes disponiveis e exsudatos liberados pela planta,
mantendo uma populagdo minima para desencadear o efeito biolégico na planta. A
introducdo de uma bactéria potencialmente RPCV, isolada ou em mistura com
outras, pode alterar a comunidade rizobacteriana, que afeta de forma indireta a
sanidade da planta (DOBBELAERE & OKON, 2007).
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Nesse contexto, esse trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
microbiolizagdo de sementes de cebola com rizobactérias sobre o crescimento e a

produtividade da cebola, cultivadas no campo.

6.2. MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada em campo na Estagdo Experimental da
Epagri, ltuporanga, SC (27° 25 S, 49° 38 W), com altitude de 475 m e clima
subtropical umido (Cfa), segundo a classificagdo de Koeppen. O trabalho foi
conduzido de abril a dezembro de 2008. Foram utilizadas sementes de cebola cv.
Bola Precoce. As sementes utilizadas apresentavam 81% de germinagédo, massa de
mil sementes 3,66 g € 7,41% de umidade.

A pesquisa foi desenvolvida com os isolados de rizobactérias obtidos das
colecdes enviadas pelo Dr. Wilmar Coério da Luz, Editor da Revisdao Anual de
Patologia de Plantas (RAPP) e do Dr. Reginaldo da Silva Romeiro, da Universidade
Federal de Vigosa (UFV). Os isolados foram selecionados a partir de avaliagbes nas
fases de muda (Capitulo 1) e produgéo de bulbos no campo (Capitulo 2) no ano de
2007. O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com cinco
tratamentos e cinco repeticoes. Os tratamentos sdo os mesmos do capitulo 3 e
constaram de testemunha sem microbiolizacdo (T), da aplicagdao nas sementes de
Pseudomonas spp. (W6), B. megaterium (W19), B. cereus (UFV40), mistura dos trés
isolados (Mistura). Para se proceder ao preparo das suspensdes rizobacteriana,
cada isolado foi multiplicado separadamente em meio agar nutritivo (extrato de carne
em po para microbiologia 3 g, peptona de carne 5 g, glicose anidra 2,5 g, agar 15g e
agua destilada 1000 mL), e as placas foram incubadas a 23 + 2°C, por 48 horas
(LUZ, 2001). Apés esse periodo, as células foram removidas da superficie do meio
de cultura com um pincel e colocadas em agua destilada esterilizada. A
concentracdo das suspensdes foi ajustada de acordo com a escala de McFarland
(MCFARLAND, 1970) e o numero de unidades formadoras de col6nias de
aproximadamente 10 UFC mL™". Foi empragado a mesma proporgdo (1:1:1) de
in6culo para realizagdo da mistura de isolados e a suspensao de rizobactérias foi

homogeneizada. As sementes foram imersas nas suspensdes bacterianas por 5
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minutos, sendo agitadas, filtradas e deixadas para secar em temperatura ambiente,
por 24 horas. As testemunhas foram mantidas em agua destilada esterilizada,

agitadas por 5 minutos e deixadas secar a temperatura ambiente, por 24 horas.

6.2.1. Experimento de mudas

As mudas foram cultivadas em canteiros conforme metodologia descrita nas
recomendagdes da Epagri/Sistema de Produgado para cebola (EPAGRI, 2000). As
parcelas, dispostas em canteiros, tinham area total de 4,8 m?, e a semeadura foi
realizada a lango em 24 de abril numa densidade de 2,5 g m? O delineamento
experimental foi o de blocos casualizados com cinco tratamentos e cinco repeticoes.

O solo utilizado foi classificado como Cambissolo. As caracteristicas
quimicas do solo da area de canteiros foram as seguintes: pH (H.0)= 6,1; P= 26,0
mg dm™; K= 272 mg dm™; AI**= 0,0 cmolc dm™; Ca*?= 10,0 cmolc dm™; Mg*?= 5,5
molc dm™; CTC= 20,6 cmolc dm™; V%= 78,8; argila= 24%; e matéria organica=
6,4%. A adubacao nos canteiros foi baseada nas Recomendagdes de Adubacgao e
de Calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (COMISSAO
DE QUIMICA E FERTILIDADE DO SOLO-RS/SC, 2004). O solo recebeu adubagao
de cultivo com 3 g m? de nitrogénio, 28 g m? de fésforo e 6 g m? de potassio. A
adubacdo de cobertura com 10 g m? de uréia foi realizada aos 40 dias apds a
emergéncia. Foram realizadas pulverizagbes com os fungicidas Metalaxil-M +
Clorotalonil (Folio Gold® 1,5 kg ha”) e Mancozebe (Manzate GrDa 2,5 kg ha™)
alternadamente, utilizando-se um pulverizador com CO, e bico do tipo DG 110015
ajustando para um volume de calda de 400 L ha™, totalizando 3 aplicacdes durante o
ciclo da cultura, e o herbicida loxynil (Totril® 2 I.ha'1) (ANDREI, 1999), procurando-se
manter a cultura livre de patdgenos e plantas daninhas, respectivamente.

Aos 90 dias apds a semeadura, foram contadas as mudas remanescentes
por m?, sendo avaliados dois quadros por parcela. Foram coletadas dez plantas por
tratamento de forma aleatéria, para medigdo da altura entre a base do sistema
radicular e o apice da folha mais desenvolvida (cm) e o didmetro do pseudocaule,
utilizando-se uma régua e um paquimetro digital, respectivamente. A parte aérea

das mudas foi acondicionada em sacos de papel e realizada a determinagao da
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massa verde da parte aérea, e apos, levadas a estufa com circulagao forgada de ar,
regulada a temperatura de 60°C, até atingir massa constante. Dessa forma, foi
calculada a massa seca da parte aérea, com os resultados expressos em gramas

por muda.

6.2.2. Experimento de bulbos

Aos, 90 dias apds a semeadura, as mudas foram transplantadas em linhas
espagadas de 0,4 m, mantendo-se espaco de 0,1 m entre plantas no sulco
preparado no sistema de cultivo minimo, totalizando uma populacdo de 250.000
plantas por hectare. Cada parcela experimental foi constituida por oito linhas de
plantio com 4,0 m de comprimento, perfazendo uma area de 12,8 m2, sendo 0,5 m
das extremidades, sendo as duas linhas externas consideradas bordadura. O
delineamento experimental foi o de blocos casualizados com cinco tratamentos e
cinco repeticdes.

As caracteristicas quimicas do solo da area de producao dos bulbos foram
as seguintes: pH (H20)= 5,9; P= 45,0 mg dm™; K= 372 mg dm™; AI**= 0,0 cmolc dm’
% Ca*™= 4,0 cmolc dm™; Mg*?= 2,7 molc dm™; CTC= 10,7 cmolc dm™; V%= 71,2;
argila= 39%; e matéria organica= 3,6%. A adubacado em pré-transplante foi baseada
nas Recomendacgdes de Adubacao e de Calagem para os Estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina (COMISSAO DE QUIMICA E FERTILIDADE DO SOLO-RS/SC,
2004) e constou de 20 kg ha™' de nitrogénio, 80 kg ha™ de fésforo e 40 kg ha™ de
potassio. A adubacgao de cobertura foi realizada 40 dias apds transplante, aplicou-se
210 kg ha™ de Fosmag® (26% N; 5% Ca, 2% Mg, 9% S e 0,3% B).

Durante a condugdo do experimento, foram realizadas pulverizagdes com
Lambdacyhalothrin (Karate® 50 CE 100 ml ha™), visando ao controle de tripes,
Thripis tabaci (Lindeman). Foram realizadas pulverizagdes com os fungicidas
Metalaxil-M + Clorotalonil (Folio Gold® 1,5 kg ha') e Mancozebe + Metalaxil-M
(Ridomil Gold MZ® 2,5 kg ha™) alternadamente, utilizando-se um pulverizador com
CO; e bico do tipo DG 110015 ajustando para um volume de calda de 400 L ha™,

totalizando 5 aplicagdes durante o ciclo da cultura, e herbicidas loxynil (TotriI® 2 l.ha
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') e Fenoxaprop-p-ethyl + Clethodim (Podium® 11.ha™") (ANDREI, 1999), procurando-
se manter a cultura livre de patégenos e plantas daninhas, respectivamente.

As plantas foram irrigadas por aspersdo, de acordo com a necessidade,
durante todo o periodo do experimento. Os dados de temperatura, precipitacao,
insolagdo e numero de geadas foram registrados durante a condugdo do
experimento e encontram-se no Anexo 1.

Aos 75 dias apos o transplante (DAT), foi realizada a coleta da ultima folha
completamente expandida de 10 plantas por parcela para analise de teores de
macro e micronutrientes no laboratério de analise foliar da Estacdo Experimental de
Cacador - Epagri. Aos 90 dias apds o transplante (DAT), foi realizada avaliagao
biométrica para medir a altura da planta a partir do nivel do solo até o apice da folha
mais alta com o auxilio de uma régua, o diametro do pseudocaule ao nivel de 1cm
acima do solo com o auxilio de um paquimetro digital e a contagem do numero total
de folhas por planta.

Na colheita, foram efetuadas as avaliagdes de populagdo e a producgao total
dos bulbos colhidos nas areas uteis das parcelas. A colheita foi realizada 120 dias
apos o transplante, quando 60% das plantas ja tinham sofrido estalo. A cura foi
realizada a campo, durante 14 dias. Apds o periodo de cura, foi feita a limpeza dos
bulbos colhidos por parcela, cortando-se hastes e raizes. Foi determinada a massa
fresca de bulbo, o didmetro transversal e o didmetro longitudinal de 10 bulbos ao
acaso por parcela. Foram avaliadas a produtividade total e comercial de bulbos
(bulbos perfeitos e com didmetro transversal acima de 35 mm) expressos em
kg.ha'1. Foi calculado o peso médio de bulbo comercial. A classificacédo de bulbos,
segundo seu diametro transversal (cm), foi realizada de acordo com Brasil (1995),
que estabelece quatro classes: Classe 2 - maior que 35 e até 50 mm de didmetro;
Classe 3 - maior que 50 e até 70 mm; Classe 4 - maior que 70 e até 90 mm; e
Classe 5 - maior que 90 mm e expressos em percentagem. Apoés a classificagéo, os
bulbos foram contados e pesados em balanca eletrbnica de precisao.
Posteriormente, foram calculadas as distribuicbes percentuais em cada classe.
Foram separados, também, os bulbos ndo comerciais (florescidos, deteriorados e

refugos), expressos em percentagem.
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6.2.3. Analise dos resultados

Os resultados foram analisados e verificados a homocedasticidade e a
normalidade dos residuos. Atendidas as pressuposicoes, foi realizado a analise de
variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo Teste de Duncan, a
5% de probabilidade. Os dados referentes as percentagens foram transformados em
y= arcsen (x/100)"2. As analises foram feitas através dos programas “Statistica® 6.0”
e “SASM-Agri® 8.0”.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos com rizobactérias ndo afetaram o numero de mudas
remanescentes por metro quadrado no ponto de transplante, que foi superior a 300
mudas m™ para todos os tratamentos. O mesmo ocorreu com as vaiaveis altura,
diametro do pseudocaule e massa fresca da parte aérea que nao foram afetadas
pelos tratamentos com rizobactérias microbiolizadas nas sementes isoladamente ou
em mistura (Tabela 6.1). Diferencas entre os tratamentos foi verificada apenas
quanto a massa seca da parte aérea de mudas, houve diferenga significativa entre
as mudas que receberam B. cereus (UFV40) e a testemunha. Os resultados obtidos
no primeiro ano na fase de produg¢do de mudas (Capitulo I) e os dados apresentados
na Tabela 6.1 confirmam que, de maneira geral, as rizobactérias microbiolizadas nas
sementes ndo promoveram significativamente o crescimento das mudas até o
momento do transplante.

Os resultados obtidos na fase de mudas podem ser explicados pelo efeito
da temperatura sobre o crescimento das bactérias. As mudas de cebola foram
cultivadas a campo durante os meses de maio, junho e julho, periodo de baixas
temperaturas e ocorréncia de geadas na regido (Anexo 1). A temperatura média
durante o periodo de crescimento das mudas ficou no intervalo de 12 a 14°C, com a
ocorréncia de 5 geadas e temperaturas negativas. As mudangas na microflora da

rizosfera de mudas de cebola em resposta a diferenga de temperatura foram
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pesquisadas por FENWICK (1973). O autor concluiu que as mudas produzidas no
regime de 25°C apresentavam maior populagdo de microrganismos, principalmente

bactérias, quando comparadas as cultivadas no regime de 16 °C.

TABELA 6.1 - MUDAS REMANESCENTES POR METRO QUADRADO (NR), ALTURA DA PARTE
AEREA (ALT), DIAMETRO DO PSEUDOCAULE (DP), MASSA FRESCA (MFPA) E
MASSA SECA DA PARTE AEREA DE MUDA (MSPA) AVALIADA AOS 90 DIAS
APOS MICROBIOLIZACAO DAS SEMENTES COM RIZOBACTERIAS. CV. BOLA
PRECOCE. EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2008

NR* ALT* DP* MFPA* MSPA
Isolados/Testemunha n.m? cm mm g g

T Testemunha 313 25,8 4,00 2,278 0,159 b
W6 Pseudomonas spp. 336 26,6 3,94 2,446 0,191 ab
W19 Bacillus megaterium 349 27,6 4,20 2,764 0,200 ab
UFV40 Bacillus cereus 334 26,3 4,34 2,689 0,206 a
Mistura W6+W19+UFV40 338 25,2 3,98 2,265 0,180 ab
C.V. (%) 12,39 717 6,69 15,94 16,29

* Efeito de tratamento ndo significativo. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Duncan.

As mudas de cebola respondem a microbiolizagdo de rizobactérias
conforme resultados de REDDY & RAHE (1989 a,b), que avaliaram o efeito de cinco
isolados e observaram promoc¢ao de crescimento de mudas, com diferengas na
colonizacédo entre os isolados. A promocédo de crescimento ndo foi correlacionada
com a persisténcia da bactéria introduzida, mas com a capacidade da bactéria em
reduzir os microrganismos da microflora nativa da rizosfera (REDDY & RAHE,
1989b). Os autores observaram aumentos significativos de massa seca da parte
aérea e radicular, com aumento na altura das mudas, e a colonizagido na rizosfera
foi favorecida pelo aumento de temperatura e umidade (REDDY & RAHE, 1989a).

De acordo com os resultados expressos nas Tabelas 6.2 e 6.3, ndo houve
influéncia dos isolados de rizobactérias nos teores de nitrogénio, fésforo, potassio,
magnésio, ferro, manganés, zinco, cobre e boro de folhas de cebola aos 75 DAT. Os
resultados diferem dos obtidos por pesquisadores (TORO et al., 1997; PULIDO et
al., 2003; JAYATHILAKE et al., 2003), que obtiveram aumentos nos niveis de macro
e micronutrientes nas plantas quando inoculadas com rizobactérias. Para o nivel de
calcio, houve diferencas significativas entre os tratamentos W6 e UFV40, néao

diferindo da testemunha.
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As aplicagcbes de rizobactérias na cebola promoveram significativamente o
crescimento da parte aérea das plantas avaliadas aos 90 DAT, conforme resultados
do numero de folhas, didmetro de pseudocaule e altura de planta apresentados na
Tabela 6.4. Houve efeito dos tratamentos com rizobactérias para o numero de
folhas, e a média da testemunha foi inferior as obtidas nos demais tratamentos . O
diametro de pseudocaule e a altura da parte aérea foram afetados pelos
tratamentos, com exceg¢do do tratamento W6, que nao diferiu da testemunha. Os
resultados médios apresentados estdo de acordo com os encontrados por BALEMI
et al. (2007), que se referem a um aumento nas variaveis numero de folhas e altura

da parte aérea.

TABELA 6.2 - TEORES DE NITROGENIO, FOSFORO, POTASSIO, CALCIO E MAGNESIO DAS
PLANTAS DE CEBOLA CV. BOLA PRECOCE AOS 75 DIAS APOS O
TRANSPLANTE ORIUNDAS DE SEMENTES MICROBIOLIZADAS COM
RIZOBACTERIAS. EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2008

N* P* K* Ca Mg*
Isolados/Testemunha (g kg™ (a kg™ (a kg™ (a kg™ (a kg™

T Testemunha 31,1 4.1 14,5 59 ab 10,6
W6 Pseudomonas spp. 27,0 4,2 14,9 6,8 a 10,8
W19 Bacillus megaterium 245 4,0 15,3 5,7 ab 10,7
UFV40 Bacillus cereus 29,7 3,9 16,6 5,7 b 10,5
Mistura W6+W19+UFV40 27,0 4,1 15,6 6,3 ab 11,1
C.V. (%) 23,91 8,01 10,78 11,76 5,39

* Efeito de tratamento nao significativo. Médias seguidas da mesma letra na coluna n&do diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Duncan.

TABELA 6.3 - TEORES DE FERRO, MANGANES, ZINCO, COBRE E BORO DAS PLANTAS DE
CEBOLA CV. BOLA PRECOCE AOS 75 DIAS APOS O TRANSPLANTE, ORIUNDAS
DE SEMENTES MICROBIOLIZADAS COM RIZOBACTERIAS. EPAGRI, ITUPORANGA,

SC, 2008
Fe * Mn’ Zn’ Cu’ B*
Isolados/Testemunha (mgkg') (mgkg") (mgkg') (mgkg') (mgkg")

T Testemunha 105,8 53,0 10,4 10,0 16,8
W6 Pseudomonas spp. 107,0 53,4 10,4 9,6 15,6
W19 Bacillus megaterium 105,8 53,2 11,2 8,8 14,6
UFV40 Bacillus cereus 104,6 51,0 10,8 8,8 16,6
Mistura W6+W19+UFV40 103,0 53,8 10,8 8,8 13,6

C.V. (%) 7,65 7,96 8,13 36,25 14,29

* Efeito de tratamento nao significativo.
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Houve efeito dos tratamentos para producédo total de bulbos. Todos os
tratamentos foram superiores a testemunha em relacdo a producgao total de bulbos,
com destaque para os tratamentos W19, W6 e Mistura, que também apresentaram

maior massa meédia de bulbo comercial (Tabela 6.5).

TABELA 6.4 - EFEITO DA MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES COM RIZOBACTERIAS, SOBRE
PARAMETROS BIOMETRICOS NUMERO DE FOLHAS (NF), DIAMETRO DO
PSEUDOCAULE (DP) E ALTURA DA PARTE AEREA (ALT), AVALIADOS AOS 90
DIAS APOS O TRANSPLANTE DE MUDAS. CULTIVAR BOLA PRECOCE, EPAGRI,
ITUPORANGA, SC, 2008

NF DP ALT

Isolados/Testemunha mm cm
T Testemunha 10,0 c 19,0 b 69,3 c
W6 Pseudomonas spp. 10,4 b 19,8 b 70,9 bc
W19 Bacillus megaterium 11,0 a 21,1 a 76,3 a
UFV40 Bacillus cereus 10,7 ab 21,0 a 77,2 a
Mistura W6+W19+UFV40 10,9 a 21,1 a 74,1 ab
C.V. (%) 2,40 3,54 4,07

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan.

As diferengas em percentagem em relagéo a testemunha variaram de 15,7 a
24,4% para producdo total de bulbos por hectare e de 4,3 a 13,5% para massa
média de bulbo comercial. As percentagens sédo menores que as observadas no
capitulo 2, quando chegaram a 48%, provavelmente pelo efeito das condi¢cdes
edafoclimaticas e pela adubacido diferenciada no momento do transplante das
mudas. As diferengas em percentagem dos tratamentos que diferiram
significativamente da testemunha para a variavel massa média de bulbo comercial
(9,7 a 13,5%) séo semelhantes as obtidas por BALEMI et al. (2007), que observaram
aumento de 13,5% na producédo de bulbos comercializaveis com a inoculagdo com
rizobactérias.

Todos os tratamentos apresentaram maior massa fresca de bulbo em
relacdo a testemunha (Tabela 6.6). Os valores de didmetro variaram de 68,7 a 73,1
mm (transversal) e de 65,4 a 70,3 mm (longitudinal), sendo os menores valores

aqueles da testemunha. Esses resultados confirmam as colocagbes de
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THILAKAVATHY & RAMASWAMY (1999) e de BADAWY et al. (2003), de que a
cebola responde a microbiolizagdo de rizobactérias nas sementes. A promog¢ao de
crescimento vegetal e o aumento na produc¢ao de bulbos também foram obtidos por
KARTHIKEYAN et al. (2008), quando aplicaram rizobactérias nas sementes de

cebola.

TABELA 6.5 - EFEITO DA MICROBIOLIZACAO DE SEMENTES DE CEBOLA COM
RIZOBACTERIAS SOBRE A POPULAGAO DE PLANTAS POR HECTARE (PP),
PRODUCAO DE BULBOS POR HECTARE (PB) E MASSA MEDIA DE BULBO
COMERCIAL (MMBC). CULTIVAR BOLA PRECOCE, EPAGRI, ITUPORANGA,

SC, 2008
PP* PB MMBC

Isolados/Testemunha n. ha” kg ha™ % g %
T Testemunha 254.167 34.850 b 0 158,0 c 0
W6 Pseudomonas spp. 240.000 40.938 a 17,5 173,4 ab 9,7
W19 Bacillus megaterium 249.583 43.350 a 24,4 179,4 a 13,5
UFV40  Bacillus cereus 244 167 40.334 a 15,7 164,8 bc 4,3
Mistura  W6+W19+UFV40 245.000 41496 a 19,1 176,8 ab 11,9

CV. (%) 4,96 6,43 535

* Efeito de tratamento ndo significativo. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade pelo Teste de Duncan.

TABELA 6.6 - EFEITO DE TRATAMENTO COM RIZOBACTERIAS MICROBIOLIZADAS NAS
SEMENTES DE CEBOLA SOBRE A MASSA FRESCA DE BULBO (MFB),
DIAMETRO TRANSVERSAL DE BULBO (DTB) E DIAMETRO LONGITUDINAL DE
BULBO (DLB). CULTIVAR BOLA PRECOCE, EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2008

MFB DTB DLB
Isolados/Testemunha g mm mm
T Testemunha 1610 b 68,7 b 654 b
W6 Pseudomonas spp. 185,8 a 71,2 ab 66,8 ab
W19 Bacillus megaterium 202,0 a 73,1 a 69,7 ab
UFV40 Bacillus cereus 201,2 a 72,7 a 68,1 ab
Mistura W6+W19+UFV40 198,8 a 72,8 a 70,3 a
C.V. (%) 8,27 2,65 4,71

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan.

A classificacdo dos bulbos foi afetada pelos tratamentos (Tabela 6.7). Foi
constatado valores acima de 58% para os tratamentos W19 e W6 para o numero de

bulbos das classes 4 e 5, e menores percentagens de bulbos na classe 2, que sao
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os bulbos de menor tamanho. Para a classificagao de bulbos de classe 3, pode-se
observar efeito dos tratamentos, sendo que a testemunha apresentou a maior
percentagem de bulbos nesta classe. O tratamento com B. cereus UFV40 né&o
confirmou o resultado obtidos no capitulo 2, com mais de 70% de bulbos nas classes
3 e 4. Provavelmente, pelas condi¢cbes diferenciadas de manejo nos dois anos de
avaliagao.

Esses resultados sdo corroborados por KARTHIKEYAN et al. (2008), que
estudando o efeito de P. fluorescens, B. subtilis e T. viride no controle de Alternaria
palandui obtiveram promogao de crescimento vegetal e produgédo de bulbos em casa
de vegetacao e em condi¢gées de campo, assim como com NEVES (2001) que relata
diferengas significativas entre isolados para as variaveis altura de plantas, massa
fresca e seca de bulbos e massa seca de raiz.

Com relagao a percentagem de bulbos florescidos, nao foi observado efeito
dos tratamentos (Figura 2). Para bulbos deteriorados e refugos houve diferenca
significativa entre tratamentos. O tratamento UFV40 e mistura diferiram entre si em
relacdo a variavel percentagem de bulbos deteriorados, ndo diferindo da
testemunha.

A capacidade de estimular o crescimento vegetal apresentada pelas
rizobactérias tem sido atribuida a varios mecanismos, entre eles, a producédo de
hormdnios, e, como consequéncia, aumento no crescimento das raizes e parte
aérea, numero de folhas, area foliar e rendimento de culturas. Se pelo menos uma
dessas consequéncias for observada, ela pode ser considerada como promotora de
crescimento vegetal (PATTEN & GLICK, 1996). Fato que foi comprovado no capitulo
3, com o aumento no volume de raizes de plantas devido ao efeito da
microbiolizagao de rizobactérias nas sementes de cebola, tendo como consequéncia
a maior absorgcdo de agua e nutrientes pela planta, e o incremento na producéo de

bulbos.
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TABELA 6.7 - EFEITO DE TRATAMENTO COM RIZOBACTERIAN\S MICROBIOLIZADAS NAS
SEMENTES DE CEBOLA SOBRE A CLASSIFICACAO COMERCIAL DE BULBOS
DA CULTIVAR BOLA PRECOCE. EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2008

Classes 5e 4 Classe 3 Classe 2*

Isolados/Testemunha % % %
T Testemunha 46,2 b 45,0 a 9,0
W6 Pseudomonas spp. 58,2 a 32,6 b 9,2
W19 Bacillus megaterium 60,4 a 33,4 b 6,2
UFV40 Bacillus cereus 52,4 ab 38,4 ab 9,0
Mistura W6+W19+UFV40 56,4 ab 34,2 b 9,4
CNV.% 9,38 12,05 26,1

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan. * Efeito de tratamento n&o significativo. Os dados referentes as
percentagens foram transformados em y= arcsen (x/100)".

FIGURA 2 - EFEITO DO TRATAMENTO COM RIZOBACTERIAS MICROBIOLIZADAS NAS
SEMENTES DE CEBOLA SOBRE A PERCENTAGEM DE BULBOS NAO
COMERCIAIS (FLORESCIDOS E DETERIORADOS). CULTIVAR BOLA PRECOCE.
EPAGRI, ITUPORANGA, SC, 2008

NOTA: Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem significativamente entre si a 5% de
probabilidade pelo Teste de Duncan. Os dados referentes as percentagens foram
transformados em y= arcsen (x/100)"2.
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7.4. CONCLUSOES

A microbiolizacdo de isolados de rizobactérias nas sementes de cebola
pouco afetou o crescimento das mudas, com excecado do tratamento de B. cereus
UFV40, que aumentou a massa seca da parte aérea das mudas em relagcdo a
testemunha.

Os teores de macro e micronutrientes na massa seca de folhas de cebola
nao foram afetados pela microbiolizacado de rizobactérias nas sementes.

A aplicagao de rizobactérias afetou as variaveis altura da planta, o diametro
de pseudocaule, o numero de folhas, a producdo e a classificacdo de bulbos, com

efeito promotor do crescimento vegetal.

REFERENCIAS

ANDREI, E. Compéndio de defensivos agricolas. 6. ed. S&o Paulo: Andrei, 1999.

BADAWY, F. H.; EL-DSOUKY, M. M.; SADIEK, H. S.; ABO-BAKER, A. A. Effect of
inoculations with single and mixed bacterial strains on field grown onion. Assiut
Journal of Agricultural Sciences, v.34, n.5, p.301-312, 2003.

BALEMI, T.; PAL, N.; SAXENA, A.K. Response of onion (Allium cepa L.) to combined
application of biological and chemical nitrogenous fertilizers. Acta Agriculturae
Slovenica, v.89, n.1, p.107-114, 2007.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Abastecimento e Reforma Agraria. Portaria n.529
de 18 ago. 1995. Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, 1
set.1995, Secao 1, p.13513.

COMISSAO DE QUIMICA E FERTILIDADE DO SOLO - RS/SC. Manual de
adubacao e calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.
ROLAS, 10 ed. Porto Alegre, 2004.



110

DOBBELAERE, S.; CROONENBORGHS, A.; THYS, A.; PTACEK, D.; OKON, Y.;
VANDERLEYDEN, J. Effect of inoculation with wild type Azospirillum brasilense and
A-irakense strains on development and nitrogen uptake of spring wheat and grain
maize. Biology and Fertility of Soils, v.36, n.4, p.284-297, 2002.

DOBBELAERE, S.; OKON, Y. The plant growth-promoting effect and plant
responses. In: ELMERICH, C.; NEWTON, W.E. (Eds.). Associative and
Endophytic Nitrogen-fixing Bacteria and Cyanobacterial Associations. Springer,
2007. p.145-170.

EPAGRI. Sistema de producgao para cebola: Santa Catarina (32 revisdo). (Epagri.
Sistemas de Produgéo, 16). Florianopolis, 2000.

FENWICK, L. Studies on the rhizosphere microflora of onion plants in relation to
temperature changes. Soil Biology and Biochemistry, v.5, n.3, p.315-320, 1973.

FREITAS, S.S. Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas. In: SILVEIRA,
A.P.D.; FREITAS, S.S (Eds.). Microbiota do solo e qualidade ambiental.
Campinas, Instituto Agronémico, 2007, p.1-20.

JAYATHILAKE, P.K.S.; REDDY, I|.P.; SRIHARI, D.; REDDY, K.R.; NEERAJA, G.
Integrated nutrient management in onion (Allium cepa L.). Tropical Agricultural
Research, v.15, p.95-104, 2003.

JOHRI, B.N.; SHARMA, A.; VIRDI, J.S. Rhizobacterial diversity in India and its
influence on soil and plant health. Advances in Biochemical
Engineering/Biotecnhology, v.84, p.49-89, 2003.

KARTHIKEYAN, M.; RADHIKA, K.; BHASKARAN, R; MATHIYAZHAGAN, S
SANDOSSKUMAR, R.; VELAZHAHAN, R.; ALICE, D. Biological control of onion leaf
blight disease by bulb and foliar application of powder formulation on antagonist
mixture. Archives of Phytopathology and Plant Protection, v.41, n.6, p.407-417,
2008.

LUZ, W.C. Evaluation of plant growth-promoting and bioprotecting rhizobacteria on
wheat crop. Fitopatologia Brasileira, v.26, p.597-600, 2001.

LUZ, W.C. Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas e de bioprotecao. In:
LUZ, W. C.; FERNANDES, J. M. C.; PRESTES, A. M.; PICININI, E. C. (Ed.).
Revisao Anual de Patologia de Plantas (RAPP). Passo Fundo, v.4, 1996. p.1-49.



111

MCFARLAND, J. The nephelometer: Na instrument for estimating the number of
bacteria in suspensions used for calculating the opsonic index and for vaccines. In:
CAMPBELL, H.D.; GARVEY, S.J.; CREMER, E.N.; SUSSDORF, H.D. (Eds.).
Methods in immunology. Benjamin. New York, 1970. p.435-437.

NEVES, D. M. S. Controle biolégico de Pseudomonas marginalis Pv. Marginalis
e promogao de crescimento de cebola pela microbiolizagcado de sementes.
Pelotas, 2001, 47p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia). Universidade Federal
de Pelotas, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel.

NIRANJAN RAJ, S.; SHETTY, H.S.; REDDY, M.S. Plant growth promoting
rhizobacteria: potential green alternative for plant productivity. In: SIDDIQUI, Z.A.
(Ed.). PGPR: Biocontrol and Biofertilization. Springer, Netherlands, 2005, p.197-
216.

PATTEN, C.; GLICK, B.R. Bacterial biosynthesis of indole-3-acetic acid. Canadian
Journal Microbiology, v.42, p.207-220, 1996.

PODILE, A.P.,; KISHORE, G.K. Plant growth-promoting rhizobacteria. In:
GNANAMANICKAM, S.S. (Ed.). Plant-Associated Bacteria. Springer, Netherlands,
2006. p.195-230.

PULIDO, L.E.; CABRERA, A.; MEDINA, N. Biofertilization using rhizobacteria and
AMF in the production of tomato (Lycopersicum esculentum Mill.) and onion (Allium
cepa L.) seedlings. Il. Root colonization and nutritional status. Cultivos Tropicales,
v.24,n.2, p.5-13, 2003.

REDDY, M.S.; RAHE, J.E. Bacillus subtilis B-2 and selected onion rhizobacteria in
onion seedling rhizosphere: Effects on seedling growth and indigenous rhizosphere
microflora. Soil Biology and Biochemistry, v.21, n.3, p.379-383, 1989b.

REDDY, M.S.; RAHE, J.E. Growth effects associated with seed bacterization not
correlated with populations of Bacillus subtilis inoculant in onion seedling
rhizospheres. Soil Biology and Biochemistry, v.21, n.3, p.373-378, 1989a.

SOUZA, R.J.; RESENDE, G.M. Cultura da cebola. Lavras: UFLA, 2002 (Textos
Académicos - Olericultura, 21).



112

THILAKAVATHY, S.; RAMASWAMY, N. Effect of inorganic and biofertilizers on yield
and quality parameters of multiplier onion (Allium cepa L. var. aggregatum).
Vegetable Science, v.26, n.1, p.97-98, 1999.

TORO, M.; AZCON, R.; BAREA, J.M. Improvement of arbuscular mycorrhiza
development by inoculation of soil with phosphate-solubilizing rhizobacteria to
improve rock phosphate bioavailability and nutrient cycling. Applied and
environmental microbiology. Applied Environmental Microbiology, v.63, n.11,
p.4408-4412, 1997.



113

7 - CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o efeito da
microbiolizagdo de rizobactérias em sementes de cebola sobre o crescimento de
mudas e producdo de bulbos de cebola, seus efeitos sobre a classificacédo e o
armazenamento dos bulbos e o potencial destas rizobactérias como agentes de
controle de doencgas fungicas da parte aérea das mudas. Os resultados obtidos
indicam que os isolados Pseudomonas W6, B. megaterium W19 e B. cereus UFV40
promoveram o crescimento das plantas apos o transplante das mudas, na fase de
crescimento vegetativo e produgao de bulbos. Este fato é evidenciado pelas maiores
producdes de bulbos por hectare nos dois anos de avaliagcbes, em diferentes
condigbes edafoclimaticas (Capitulos 2 e 4).

Na primeira fase do sistema de producdo de cebola, que abrange a
producdo de mudas em canteiros, ha um periodo de crescimento lento até
aproximadamente 75 dias apos a emergéncia das plantas, afetado principalmente
pela temperatura. As baixas temperaturas que ocorrem na regidao sul do Brasil
durante a fase de mudas interferem no crescimento das plantas e na multiplicacéo
dos microrganismos, influenciando nos efeitos dessa associagéao.

Quanto a promoc¢ao de crescimento de mudas de cebola em canteiros as
rizobactérias avaliadas nao foram capazes de estimular incrementos significativos no
crescimento das mudas e controle de doencas fungicas da parte aérea das mudas
de cebola (Capitulo 1). Normalmente, a adubagéo € quase que exclusivamente feita
com adubos minerais. Contudo, na fase de crescimento vegetativo e bulbificagao,
em solo cultivado no sistema cultivo minimo adubado com cama de frango no
transplante e adubacao de cobertura, foram observados aumentos significativos no
incremento de bulbos (Capitulo 2). Esta diferenga nos resultados de promogao de
crescimento entre as fases de mudas e a de bulbos se deve, possivelmente, as
condicdes diferenciadas de conducgao dos experimentos. As condicdes climaticas e o
metabolismo da planta sdo mais favoraveis ao crescimento vegetativo e bulbificagao
com maior liberacdo de exsudatos, que provavelmente proporcionou maior
multiplicagdo das rizobactérias e a expressao do Quorum Sensing (Capitulos 2 e 4),
do que na fase de mudas (Capitulo 1 e 4). Isso pode ter influenciado a resposta das

plantas a interagdo com as rizobactérias. A agcao das rizobactérias pode ter alterado
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a produgao de horménios promovendo o aumento do volume do sistema radicular
(Capitulo 3), refletindo em um incremento do crescimento das plantas. Entretanto, a
maioria dos isolados avaliados ndao promoveram incrementos na biomassa das
plantas (Capitulo 1 e 2).

O fato da cebola ser cultivada em duas etapas (produgcéo de mudas e cultivo
na area definitiva), em condi¢des climaticas extremas e diferenciadas, contrasta com
as avaliagbes realizadas apenas em laboratério ou ambiente protegido, em
condicbes controladas de temperatura e umidade. Este trabalho € o primeiro a
analisar o efeito de rizobactérias na promocéao de crescimento de mudas e bulbos de
cebola no campo, em condi¢gdes de producdo idéntica a comercial (Capitulo 4).
Portanto, é desejavel que um numero maior de estudos complementares seja
realizado. O pequeno numero de isolados avaliados neste trabalho, face a grande
diversidade de rizobactérias associadas a cebola, indica a necessidade da inclusédo
de um numero maior de isolados em futuras pesquisas. Enfase também deve ser
dada a analise da colonizacdo destas rizobactérias nas raizes da cebola, uma vez
que a colonizagao € fundamental para uma série de processos benéficos mediados
por esses microrganismos.

Os resultados obtidos indicam a importancia de pesquisas futuras, que
viabilizem o uso de rizobactérias na promocdo de crescimento da cebola. E
importante a realizagcéo de trabalhos com mais énfase na interagao das rizobactérias
com outros membros da comunidade microbiana nativa da rizosfera, para que a
inoculagdo seja bem sucedida e possa ter impacto na produgao da cultura. Como
perspectiva futura, verifica-se o potencial para a formulagdo de inoculantes a base
de rizobactérias para utilizacdo comercial, uma das alternativas de produgao

agricola com potencial para promogao do crescimento vegetal.
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ANEXO 1 - Dados meteorolégicos dos anos 2007 e 2008 da Estagcdo Experimental
da Epagri de ltuporanga, latitude 27°25’07”, longitude 49°38’46” e altitude de 475m.

Santa Catarina. Fonte: Epagri/Ciram.

Precipitagdo pluviométrica total mensal (mm)

ANO JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEz
2007 1314 131,8 210,3 494 1859 445 233,7 1139 150,8 216,5 116,6 1912
2008 2156 146,8 82,7 160,0 68,0 1430 36,9 891 1654 110,8 199,5 109,0
Total mensal Numero de Dias de Chuva (NDC)
ANO  JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEz
2007 17 14 16 9 13 8 12 9 11 13 11 18
2008 15 15 15 13 3 14 7 13 12 6 18 11
Insolagéo total mensal (horas de brilho solar - h e dec)
ANO JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEz
2007 1447 163,3 2014 133,5 1046 114 1341 73,8 1541 101,2 199,2 174,2
2008 124,3 1894 1776 1545 187 104,9 149,1 140 113,9 208,5
Temperatura média mensal (°C)
ANO JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ
2007 23,31 22,78 23,18 20,07 13,98 13,33 11,17 13,58 17,87 19,14 19,67 22,05
2008 21,45 22,04 21,1 17,63 14,31 11,85 14,07 1554 14,52 16,42 19,11 21,26
Temperatura minima mensal absoluta (°C)
ANO  JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZz
2007 16,2 12 13,4 6,4 -0,9 2 -0,8 0,8 2,7 9,2 10,2 10,4
DATA 16/jan 12/fev 20/mar 28/abr 30/mai 05/jun 27/jul 21/ago 25/set 25/out 23/nov 13/dez
2008 13 11 11,6 3,2 1 -1,6 2,6 1,7 0 9 12,3 8
DATA 28/jan 04/fev 15/mar 30/abr 11/mai 17/jun 26/jul 04/ago 08/set 03/out 17/nov 04/dez
Temperatura maxima mensal absoluta (°C)
ANO  JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEz
2007 33,6 32,8 34,4 30,8 27,4 27 25 27,4 30 31,6 31,6 34
DATA 19/jan 03/fev 28/mar 02/abr 06/mai 14/jun 05/jul 16/ago 06/set 26/out 08/nov 09/dez
2008 34,2 328 32,6 31,4 29,4 26 26,8 29 32,4 28 31,8 334
DATA 11/jan 14/fev 07/mar 11/abr 22/mai 06/jun 28/jul 17/ago 03/set 02/out 15/nov 23/dez
Numero de geadas
ANO JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEz
2007 0 0 0 0 4 2 5 2 0 0 0 0
2008 0 0 0 0 1 4 0 0 1 0 0 0
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ANEXO 2 - Temperaturas minimas e maximas dentro da casa de vegetacéao.

Estacao Experimental da Epagri. Ituporanga, SC, 2008.

Datas Min Max Datas Min  Max Datas Min Max Datas Min Max
24/jul 14 27  24/ago 11 23 23/set 9 32 23/out 20 36
25/jul 14 28 25/ago 12 37 24/set 8 30 24/out 18 38
26/jul 16 29 26/ago 18 39 25/set 10 28 25/out 19 28
27/jul 16 31 27/ago 15 33 26/set 11 26 26/out 18 34
28/jul 15 30 28/ago 15 33 27/set 12 33 27/out 21 39
29/jul 14 29 29/ago 13 31 28/set 13 30 28/out 16 28
30/jul 13 29 30/ago 6 31 29/set 13 27 29/out 15 22
O1/ago 12 28 31/ago 11 35 30/set 12 29 30/out 17 32
02/ago 15 34  0O1/set 15 36 01/out 13 32 31/out 16 33
03/ago 14 33  02/set 15 38 02/out 14 34 01/nov 15 35
04/ago 6 30 03/set 16 41 03/out 14 35 02/nov 17 27
05/ago 13 20  0Od4/set 12 20 04/out 11 27 03/nov 18 37
06/ago 14 20 05/set 12 24 05/out 14 29 04/nov 18 36
07/ago 13 28 06/set 6 30 06/out 12 28 05/nov 19 32
08/ago 13 20  07/set 3 26 07/out 14 33 06/nov 18 36

09/ago 11 14  08/set 6 25 08/out 14 30 07/nov 19 37
10/ago 12 24  (09/set 11 21 09/out 11 24 08/nov 18 36
11/ago 14 31 10/set 14 24 10/out 12 26 09/nov 18 35
12/ago 14 33 11/set 14 23 11/out 12 27 10/nov 17 31
13/ago 14 18 12/set 13 21 12/out 13 34 11/nov 17 29
14/ago 14 20 13/set 13 28 13/out 19 36 Média 13,9 29,6
15/ago 16 34 14/set 9 26 14/out 18 34

16/ago 16 32 15/set 9 21 15/out 19 33

17/ago 14 34 16/set 12 30 16/out 18 31

18/ago 16 36 17/set 11 31 17/out 16 20

19/ago 18 38 18/set 12 26 18/out 14 21

20/ago 19 38 19/set 12 28 19/out 13 28

21/ago 18 36  20/set 12 31 20/out 12 28

22/ago 14 28  21/set 11 26 21/out 12 29

23/ago 11 16 22/set 7 27 22/out 18 30
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