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RESUMO

DOMINGOS, Luisa Bastos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Setembro de 2015.
Indutores de germinacdo de esclerédios e uso de fungicidas no manejo de
Sclerotium cepivorum. Orientador: Everaldo Anténio Lopes. Co-orientadores: Liliane

Evangelista Visott@ Pedro Ivo Vieira Good God.

A podridao branca, causada pelo furggberotium cepivorum, € uma das principais
doencas, que ocorre em todo o mundo, que pode causar graves perdas nos cultivos de
alho @Allium sativum L.) e cebola Allium cepa L.). Esclerddios d&. cepivorum séo
capazes de sobreviver por até 30 anos no campo. A gama de hospedeiros do fungo
compreende plantas do généddium e a germinacdo dos esclerédios é induzida pela
presenca de exsudatddlium, especialmente em solos Umidos e sob coedicé
temperatura entre 1318 ° C. A erradicacdo do patdgeno de &reas infestadas € muito
dificil e a densidade de esclerédios viaveis deve ser reduzida por meio de estratégias
diferentes, tais como indutores de germinacédo e fungicidas. A aplicacédo de exratos d
alho em campos de pousio pode induzir esclerédios a germinarem e diminuir o nimero
de estruturas de sobrevivéncia viaveis. Fungicidas podem inibir a germinacdo de
esclerddios e crescimento micelial. Assim, o efeito do extrato de alho e dialil dissulfeto
(DADS) sobre a germinacao de escleréciosSdaepivorum e o potencial de fungicida

sobre a inibicdo do crescimento micelial foi avaliado neste trabalho. Extrato aquoso e
etandlico de alho preparados em laboratério (20 % m:v), as aguas residuais de
agroindustria de alho e extrato aquoso produzido por Shimada Agronegécios (20 %,
m:m) foram utilizados como indutores de germinacdo aos 17 e 27 °C em laboratorio.
Além disso, o efeito de DADS em estimular a germinacdo de esclerddios foi avaliada
usando tubos plasticos com solo e contendo esclerddios enterrados a 10, 20 e 30 cm de
profundidade. Todos os extratos de alho induziram a germinacdo dos esclerddios
independentemente da temperatura avaliada. DADS induziu a germinagédo de
esclerddios de 10 a 30 cm de profundidade, embora o efeito tenha sido maior sobre
esclerodios localizados a 10 cm. Em outro experimento, o fungicidas tebuconazol +
trifloxystrobina, trifloxistrobina + protioconazol, tebuconazol, triadimenol, tiofanato
metilico e fluazinam foram adicionados a meio batata dextrose agar (BDA) + extrato
aquoso de alho (20 % m:m) em volumes equivalentes a 200 e 20.000 L/ha. Discos de
micélio de 5 mm de diametro & cepivorum foram removidos da borda de culturas do
fungo com 15 dias de idade em BDA e colocadas no centro de placas de Petri contendo
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BDA + extrato de alho, com ou sem fungicidas. O fungo foi incubado a 17 + 2 °C por
30 dias, quando o crescimento mycelial foi avaliado. Todos fungicidas reduziram o
crescimento do fungo em mais de 90 %. Os fungicidas triadimenol e fluazinam inibiram
completamente o crescimento 8ecepivorum, independemente do volume da solucao
fungicida. A eficacia de tebuconazeltebuconazol + trifloxistrobina foi reduzida
qguando o volume da solugéo foi aumentada de 200 para 20.000 L. Extratos de alho,
residuo de agroindustria de alho e DADS induzem a germirgga@sclerodios d&.
cepivorum. Triadimenol, fluazinam, tebuconaza@ tebuconazol + trifloxistrobina
suprimem o crescimento d& cepivorum in vitro, especialmente em volume de
solucdofungicida equivalente a 200 L!haEstudos adicionais em campo s&do
necessarios para avaliar o uso integrado de extratos de alho, DADS e os fungicidas
triadimenol, fluazinam, tebuconazol e tebuconazol + trifloxistrobina no manejo da

podridao branca.
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ABSTRACT

DOMINGOS, Luisa Bastos, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, September, 2015.
Germination inducers of sclerotia and fungicides on the management 8tlerotium
cepivorum. Adviser: Everaldo Antdnio Lopes. Co-advisers: Liliane Evangelista Visotto

and Pedro Ivo Vieira Good God.

White rot, caused by the fung$slerotium cepivorum, is a major disease worldwide

that can cause severe losses in gaAltiym sativum L.) and onion Allium cepa L.).
Sclerotia ofS. cepivorum are able to survive for up to 30 years in the field. The host
range of the fungus comprises plants from the geméham and the sclerotia
germination is induced by the presenceAtifum exsudates, especially in moist soils
and at 13- 18 °C. Since eradication of the pathogen from infested areas is very
difficult, the density of viable sclerotia must to be reduced by using different strategies,
such as germination inducers and fungicides. The application of garlic extracts at fallow
fields may induce sclerotia germination and decrease the number of viable resting
propagules. Fungicides may inhibit sclerotia germination and mycelial growth. Thus,
the effect of garlic extract and diallyl disulfide (DADS) on the germination of sclerotia
of S. cepivorum and the potential of fungicides on the inhibition of mycelial growth
were evaluated in this work. Aqueous and ethanolic extracts of garlic prepared in
laboratory (20 % m:v), wastewater of garlic agroindustry and aqueous extract produced
by Shimada Agronegécios (20 % m:m) were used as germination inducers at 17 and 27
°C in laboratory. In addition, the effect of DADS in stimulating germination of sclerotia
was assessed using plastic tubes filled with soil and containing sclerotia buried at 10, 20
and 30 cm depth. All extracts stimulated sclerotia germination, regardless the
temperature. DADS induced germination of sclerotia at 10 to 30 cm depth, although the
effect was higher at 10 cm. In other experiment, the fungicides tebuconazole +
trifloxystrobin, trifloxystrobin + protioconazole, tebuconazole, triadimenol, thiophanate
methyl and fluazinam were added into potato dextrose agar (PDA) + garlic aqueous
extract (20 % m:m) broth at dosages equivalent to 200 and 20168H Mycelial discs

(5 mm in diameter) o$. cepivorum were removed from the border of 15 day cultures in
PDA cultures and placed on the center of Petri dishes with PDA+garlic aqueous extract,
amended or not with fungicides. The fungus was incubated at 17 = 2 °C for 30 days,
when the mycelial growth was assessed. All fungicides reduced the growth of the

fungus by more than 90 %. The fungicides triadimenol and fluazinam inhibited
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completely the growth of. cepivorum, regardless the volume of the solution. The
efficacy of tebuconazole and tebuconazole + trifloxystrobin was reduced when the
volume of the soultion was increased from 200 to 20.000 L. Garlic extracts, wastewater
of garlic agroindustry and DADS induce germination of sclerotieS.ofepivorum.
Triadimenol, fluazinam, tebuconazole and tebuconazole+trifloxystrobin suppress the
growth of S cepivorum in vitro, especially at the volume of fungicide solution
equivalent to 200 L.h& Further studies under field conditions are needed to evaluate
the integrated use of garlic extracts, DADS and the fungicides triadimenole, fluazinam,

tebuconazole and tebuconazole + trifloxystrobin on the management of the white rot.



INTRODUCAO GERAL

Espécies do génerAllium estdo entre as principais hortalicas cultivadas no
Brasil, com destaque para o estado de Minas Gerais. Aproximadamente 2.500 ha foram
cultivados na safra 2014/15 (Conab, 2015), sendo 2.120 ha no Alto Paranaiba,
especialmente nos municipios de Sao Gotardo, Ibia e Rio Paranaiba. No entanto, uma
doenca tem sido motivo de preocupacao para os produtores de alho do cerrado mineiro.
Trata-se da podriddo-branca, causada pelo fuSgerotium cepivorum. Essa
enfermidade ja foi relatada em varias areas produtoras da regido e é considerada
doenca de solo mais ameacadora para os cultivos deflhon(sativum L.) e cebola
(Alliumcepa L.) em todo o mundo (Stewart & McLean, 2007).

Sclerotium cepivorum pode atacar o hospedeiro desde a fase de emergéncia das
plantulas, levando a morte antes da colheita, até o armazenamento, causando
deterioracdo dos bulbos (Entwistle, 1990). O sintoma mais facilmente reconhecivel da
podriddo-branca, bem como de muitos outros agentes patogénicos que infectam o
sistema radicular, ¢ o amarelecimento e ‘dieback’ das folhas, seguido de morte das
folhas afetadas. Devido a morte das raizes, as plantas infectadas sao facilmente
arrancadas do solo. O bulbo apresenta podriddo-mole nos tecidos e crescimento micelial
esbranquicado na base da planta, progredindo para a producdo de massas de pequenos
esclerédios pretos, dando aspecto enegrecido aos bulbos (Nunes & Kimati, 2004).

A doenca € disseminada quando esclerédios ou material infectado s&o
transportados durante o cultivo, o que pode ocorrer por meio de implementos agricolas
e sapatos contendo solo infestado aderido; enxurrada ou agua de irrigacdo capaz de
carrear solo. O foco inicial no primeiro ano de cultivo pode ser pequeno; porém,
aumenta rapidamente na lavoura pelo movimento de maquinas e implementos e com o
uso de irrigacdo (Entwistle, 1990). Existe alta correlacdo entre a densidade de inoculo
na ocasiao do plantio, caracterizada pelo numero de esclerédios no solo, e a incidéncia
da podridédo-branca no alho (Crowe et al., 1980).

Os escleradios atuam como fonte de inoculo primario da doenca. O fungo néo
produz esporos e a infeccdo da planta ocorre por meio de hifas formadas a partir dos
esclerddios. Embora o patdgeno tenha uma gama de hospedeiros restrita a plantas do

géneroAllium e sua dispersédo seja limitada ao transporte passivo de esclerédios ou



materiais de plantio infectados, a agressividade e a capacidade de sobrevivéncia do
fungo no solo por até 20 anos fazem que essa doenca limite o cultivo de plantas
suscetiveis em areas infestadas (Coley-Smith, 1959; Coley-Smith, 1990; Clarkson et al.,
2002; Valle, 2004; Maude, 2006).

Os esclerédios germinam em resposta a estimulos quimicos induzidos por
exsudatos radiculares de plantas do géAiam e quando o solo encontra-se Umido e
com temperaturas variando entre 438 °C (Voss & Mayberry, 1999). Parte dos
esclerodios recém-formados sofre dorméncia constitutiva, ndo germinando
imediatamente, mesmo em condicfes ideiais. Necessitam, portanto, de serem
condicionados durante periodo de tempo varidvel no solo, para que estejam aptos a
germinar (Willetts & Bullock, 1992).
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Figura 1. Inducdo da germinacdo de esclerddios Sbkerotium cepivorum por

compostos produzidos por plantas do géddliom. Adaptado de Coley-Smith (1987).



Esclerodios ndo dormentes emitem tubo germinativo apés sete dias consecutivos
em condi¢cdes de solo adequadas, iniciando o processo infectivo em lavouras de alho e
cebola ja instaladas. Em paises de clima quente, para que o alho atinja seu ponto 6timo
de crescimento, os plantios ocorrem principalmente em areas com temperaturas entre 15
— 25 °C (Voss & Mayberry, 1999), com a bulbificacdo ocorrendo nos meses mais frios
do ano. Considerando que a producdo de exsudatos rediculares € maior durante a
bulbificacdo, o fungo encontra condi¢cdes favoraveis para germinar e causar a doenca
principalmente nessa fase do ciclo das culturas.

O manejo da doenca depende da combinacao de diferentes métodos de controle.
O uso de fungicidas isoladamente ndo é suficiente para controlar a podriddo-branca,
devido a incapacidade dos compostos ativos atuarem sobre a maior parte dos
esclerodios no solo e pela dificuldade em proteger os locais de infeccdo nas raizes.
Além disso, as moléculas podem ser rapidamente degradadas no solo (Coley-Smith,
1990; Zewide et al., 2007). A longa sobrevivéncia do fungo no solo limita a adogao de
rotacdo de culturas e de pousio. No entanto, o patdgeno ndo sobrevive por muito tempo
na forma de hifa, sendo mais exposto ao ataque de antagonistas, a acdo de compostos
quimicos e as condicbes adversas do ambiente. Assim, reduzir a viabilidade dos
esclerédios, seja por induzi-los a germinagcdo ou por degradacdo por compostos
quimicos, pode contribuir para o manejo da doenca, por diminuir a quantidade de
inoculo inicial na area.

A aplicacdo de compostos quimicos similares aos liberados na rizosfera por
plantas deAllium pode estimular a germinacéo dos esclerddios, desde que o solo esteja
umido e a temperatura esteja entre 13 e 18 °C. Se a aplicacao for feita em condi¢des de
pousio, o esclerédio do fungo germinara e o patbgeno morrera por ndo conseguir obter
nutrientes do hospedeiro. Com isso, a densidade de propagulos no solo sera reduzida. O
dialil dissulfeto (DADS), por exemplo, € um composto volati que estimula a
germinacdo de esclerodios & cepivorum e que ja foi usado para 0 manejo da
podriddo-branca na Austrélia, Canada, Estados Unidos e Nova Zelandia (Hovius &
McDonald, 2002; Davis et al., 2007; Stewart & McLean, 2007; Villalta et al., 2012).

Ha relatos de que a aplicacdo de DADS reduziu a incidéncia de podriddo-branca a

menos de 1% quando a densidade inicial foi de- AB0 esclerodios por kilo de solo

(Hovius & McDonald, 2002). No Brasil, o produto ndo esta disponivel no mercado e

ainda nao foi avaliado para o manejo da doenca. A aplicacéo de extratos de alho pode

ser usada em substituicio ao DADS, mas demanda estudos para ajustar as

concentracdes, doses e quantidades de aplicacbes necessarias para estimular a
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germinacao dos esclerdodios. Além disso, € possivel que fungicidas que nédo séo efetivos
diretamente sobre os esclerddios limitem o crescimento micelial do fungo apés a
germinagcao, mesmo na presenca da planta hospedeira.
Diante da escassez de informacdes e da necessidade de se estabelecer praticas
eficientes de manejo da doenca, objetivou-se com este trabalho:
a) Estudar o efeito da aplicacadode extrato de alho para indugcédo da germinacao
dos esclerodios;
b) Avaliar o efeito da aplicacdo de dialil dissulfeto na inducdo da germinacéo
de esclerddios;
c) Avaliar o efeito de fungicidas sobre o crescimento miceli&. depivorum.
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CAPITULO |

EXTRATOS DE ALHO E DIALIL DISSULFETO INDUZEM A
GERMINACAO DE Sclerotium cepivorum

RESUMO: Esclerddios dé&. cepivorum podem permanecer dormentes por trés décadas
em campos cultivados comllium. Plantas susceptiveis ao fungo exsudam compostos
gque sao metabolizados pelos microorganismos do solo, resultando em uma mistura de
tiois e sulfuretos. Estas substancias estimuacepivorum a germinar. A aplicacao de
extrato de alho em campos de pousio pode induzir a germinacdo de esclerédios, por
conter compostos sulfurosos similares aos exsudatoAllpam spp. Esclerédios d&
cepivorum germinam apenas uma vez, e na auséncia de culturas susceptiveis eles irdo
morrer. Portanto, a utilizacdo de estimulantes de germinacdo pode ser uma estratégia
adicional no manejo gestdo da podriddo branca. Com base nesta premissasawaliou-
efeito do extrato aquoso e etandlico de alho preparados em laboratério (20% m: v),
residuo aquoso de agroindustria do alho e extrato aquoso produzido por Shimada
Agronegécios (20%, m: m) como indutores de germinacdo aos 17 e 27 ° C em
laboratorio. Além disso, o efeito de DADS em estimular a germinacéo de esclerdcios foi
avaliado usando tubos de plastico contendo solo e esclerddios entartfl@d e 30

cm de profundidade. Todos os extratos estimularam a germinacdo de esclerédios,
independentemente da temperatura. DADS induziu a germinacdo de esclerécios de 10 a
30 cm de profundidade, embora o efeito tenha sido maior a 10 cm. Os extratos de alho,
residuo de agroindutria de alho e DADS induzem a germinacao de esclerodios de

cepivorum.

Palavras-chave:Allium sativum, Esclerddios, Podridao branca.



GARLIC EXTRACTS AND DIALLYL DISULFIDE INDUCE
GERMINATION OF Sclerotium cepivorum

ABSTRACT: Sclerotia ofS cepivorum can remain dormant for three decades in the
field until an Allium crop is grown. Susceptible plants exude compounds which are
metabolized by microorganisms of the soil resulting in a mixture of thiols and
sulphides. These substances stimufateepivorum to germinate. The application of
garlic extracts at fallow fields may induce sclerotia germination. Ssh@epivorum
sclerotia germinate only once, they will die in the absence of susceptible crops.
Therefore, the use of germination stimulants may be an additional strategy on the
management of white rot. Based on this premise, we assessed the effect of aqueous and
ethanolic extracts of garlic prepared in laboratory (20% m:v), wastewater of garlic
agroindustry and aqueous extract produced by Shimada Agronegdcios (20%, m:m) as
germination inducers at 17 and 27 °C in laboratory. In addition, the effect of DADS in
stimulating germination of sclerotia was assessed using plastic tubes filled with soil and
containing sclerotia buried at 10, 20 and 30 cm depth. All extracts stimulated sclerotia
germination, regardless the temperature. DADS induced germination of sclerotia at 10
to 30 cm depth, although the effect was higher at 10 cm. Garlic extracts, wastewater of

garlic agroindustry and DADS induce germination of scleroti@ oépivorum.

Key words: Allium sativum, Sclerotia, White rot.



1. INTRODUCAO

Sclerotium cepivorum é o agente causal da podriddo-branca do alho, doenca
especifica de plantas do géné&tbum. A doenca limita a producédo de alho e cebola em
todo o mundo, causando perdas de até 100% da lavoura. Areas infestadas podem se
tornar inviaveis para a producdo de alho ap6s quatro anos de cultivos sucessivos
(Brewster, 2008) e a erradicacdo do patdégeno de areas infestadas € dificiV/arasa.
medidas devem ser adotadas visando a reducdo da populacdo do patdgeno no solo. O
controle quimico da doenca tem eficiéncia limitada, devido a incapacidade dos
fungicidas em eliminar os esclerodi@sn proteger os locais de infeccdo nas raizes e
pela rapida degradacao de alguns principios ativos no solo (Coley-Smith, 1990; Zewide
et al., 2007). Embora o patégeno parasite apenas plantas do Aénenpa rotacdo de
culturas ndo € um método recomendado para o manejo da doenca, uma vez que 0S
esclerodios podem sobreviver no solo por 10 a 30 anos (Brewster, 2008). Assim, o
manejo integrado da doencga deve incluir diferentes estratégias de controle, dentre elas, a
aplicacdo de indutores de germinacao dos esclerodios.

Plantas do géneréllium liberam na rizosfera compostos ndo volateis, como
sulféxidos alquilo e alilcisteina, principalmente durante o periodo de bulbificacdo. Esses
compostos sdo metabolizados pela microbiota do solo, especialmente bactérias e
resultam na producdo de compostos volateis, a exemplo do di-n-propil dissulfureto
(DPDS) e dissulfeto de dialila (DADS). Tais substancias volateis estimulam a
germinacao de esclerddios 8ecepivorum (Coley-Smith & King, 1969; Coley-Smith,

1987), resultando na producéao de hifas que infectardo o hospedeiro (Figura 1).

Considerando que a germinacdo dos esclerédios dependa da presenca desses
compostos, a densidade do patdogeno no solo pode ser reduzida pela aplicacdo de
substancias que estimulam a germinacdo, contendo ou mimetizando as substancias
qguimicas volateis dos exsudatos de raizesldam. Se a aplicacdo for feitam solo
umido, com temperatura de 13 a 18 °C, os esclerédios podem germinar na auséncia do
hospedeiro. Micélios formados a partir de esclerédios germinados podem persistir por
diferentes periodos, variando de poucos dias a varias semanas dependendo da
temperatura do solo. No entanto, morrem depois de esgotar as reservas de nutrientes do
esclerddio e pela auséncia de tecido vegetal para infectar (Davis et al., 2007).

A substancia mais comumente utilizada para indugdo da germinacgédo € o dialil
dissulfeto (DADS) (Stewart & McLean, 2007), com produtos comerciais a base desse
composto disponiveis na Oceania e América do Norte (Hovius & McDonald, 2002;
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Davis et al., 2007; Stewart & McLean, 2007; Villalta et al., 2012). A aplicacdo no
campo contendo 79 150 esclerddios por kilo de solo, com duas aplicagbes de DADS
na dose de 10 L. Heem 500 L. ha de agua, reduziu a incidéncia de podriddo-branca
em cebola, a menos de 1% (Hovius & McDonald, 2002). Ha relatos de que extratos e
Oleos de plantas do génedAdlium também podem induzir a germinacdo do fungo
(Merriman et al., 1980; Sommerville & Hall, 1987; Villalta et al., 2012). No entanto, ao
contrdrio do DADS comercial que j& foi mais estudado e possui concentracdo
padronizada pelo fabricante, as concentracfes, doses e formas de aplicacdo dos extratos
devem ser avaliadas antes da recomendacao para aplicacdo no campo.

Considerando a possibilidade de uso do DADS ou de extratos de alho para o
manejo da podridao-branca, avaliou-se neste trabalho a eficiéncia da inducdo da
germinagdo de esclerddios a partir de extratos de alho ‘in vitro’ e a acdo do DADS

como estimulante de germinacéo do fungo ao longo do perfil de solo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Locais de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica, Fitopatologia e
Genética Molecular, localizados na Universidade Federal de Vigaapus Rio

Paranaiba.

2.2. Obtencao dos isolados d&clerotium cepivorum

Os isolados dé&. cepivorum utilizados neste estudo foram obtidos a partir de
plantas de alho doentes cultivadas em S&o GotarddG. No laboratorio, os
esclerodios foram desinfestados em alcool 50 % e hipoclorito de sédio a 0,5 %, por 30 e
180 segundos, respectivamente. Em seguida, foram enxaguados duas vezes em agua
destilada estéril e transferidos para placas de Petri contendo meio batata dextrose agar
(BDA), enriquecidos com extrato de alho aquoso &20:m. As placas de Petri foram
incubadas a 17 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas, por 15 dias.

10



2.3. Preparo dos extratos de alho

Bulbilhos de alho Allium sativum L.) foram descascados, lavados em agua
corrente e desinfestados em hipoclorito de sédio, a 1,0 %, durante cinco minutos, a fim
de eliminar possiveis microrganismos presentes na superficie do tecido vegetal. Em
seguida, o material foi transferido para um copo de liquidificador contendo etanol 96 %
ou agua destilada estéril e triturados por 1 minuto nas respectivas propor¢de% de 20
m:m e 20 % m:v. Os extratos foram mantidos em repouso por trés dias. A separacdo dos
extratos do material solido residual foi realizada através de filtracdo utilizando papel
fitro de poros de tamanho de 14 um e gramatura de 8G. Js extratos foram
armazenados em tubos vedados de coloracdo ambar e mantidos em geladeira a 4 °C, até
0 momento do uso. Além desses extratos, também foram incluidos no estudo o efluente
de fabrica de tempero de alho do Sul de Minas, constituido pelo residuo da lavagem e
maceracao do bulbilho de alho em &gua, alternativa ao descarte em coOrregos e rios, e 0
extrato aquoso produzido através da picagem de bulbilhos, na concentracdo de 20%

m:m, oriundo de fazenda comercial do Alto Paranaiba.

2.4. Efeito de extratos de alho sobre a germinacdo e formacdo de
esclerddios desclerotium cepivorum

Os extratos de alho foram adicionados ao meio -agaar a 45 °C, juntamente
com antibidtico sulfato de estreptomicina na concentracdo de 500" g dose do
extrato seguiu recomendacéo de Villalta (2012). Para isso, 10 L de extrato para 1000 L
de agua, sendo que a proporcdo de uso bas=oo-volume total de meio de cultura
utilizado em cada tratamento. Em seguida, o0 meio de cultura foi distribuido em placas
de Petri de 9 cm de didmetro. Apds a solidificacdo do meio, um esclerodo de
cepivorum foi depositado no centro das placas. Os esclerédios foram obtidos a partir de
cultura pura em BDA com 15 dias de idade. As placas foram incubadas em BOD, com
fotoperiodo de 12 horas, a 17 e 27 = 2 °C por 25 dias. As avaliagdes iniciasam-se
partir da formacao de novos esclerddios nas placas acrescidas de extrato. O numero de
esclerodios formados foi avaliado com auxilio de microscopio estereoscopico. Placas
contendo apenas agaragar foram utilizadas como testemunha. O experimento foi
conduzido duas vezes.

O delineamento utilizado foi do tipo inteiramente casualizado com cinco

repeticbes, sendo quatro tipos de extrato de alho e a testemunha, considerando-se cada
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placa uma unidade experimental. A testemunha continha apenas o solvente puro (agua
destilada estéril) acrescido ao meio &gagar.

O numero de esclerédios formados foi submetido ao teste de Lilliefors para
testar a normalidade das variancias. Realizou-se a analise de variancia (ANOVA, Teste
F a 5% de probabilidade) e os tratamentos foram comparados por meio do teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, com o uso do pacote estatistico ASSISTAT 7.7
Beta (Silva, 2002).

2.5. Viabilidade de esclerédios deSclerotium cepivorum formados a

partir de extratos de alho

Para confirmar a viabilidade dos esclerddios formados a partir da indugcédo da
germinacdo em meio de cultura com poucos nutrientes (agar-agar-extrato), quatro
esclerodioss. cepivorum foram transferidos, com o auxilio de pinca, e posicionados em
pontos equidistantes na superficie de placas contendo BDA enriquecido com 0s mesmos
extratos descritos anteriormente. As placas foram mantidas em BOD a 17 + 2°C e a
testemunha continha apenas agua. Todos os procedimentos foram realizados em camra
de fluxo laminar sob condi¢cdes assépticas. Avaliou-se a germinacao e a formacao de
novos esclerédios aos 32 dias ap0s o inicio do experimento.

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes,
considerando-se cada placa uma unidade experimental. O experimento foi conduzido
duas vezes. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Lilliefors para testar a
normalidade das variancias. Realizou-se a analise de variancia (ANOVA, Teste F a 5%
de probabilidade) e os tratamentos comparados por meio do teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade, com o uso do pacote estatistico ASSISTAT 7.7 Beta (Silva,
2002).

2.6. Eficiéncia da percolagéo de Dialil Dissulfeto pelo perfil do solo

Tubos de PVC de 30 cm de altura e 10 cm de diametro foram usados para
avaliar o efeito da percolacdo do DADS ao longo do perfil do solo. Os tubos foram
preenchidos com solo de textura média coletados em areas ndo infestadas com o
patdégeno e previamente autoclavado a 121 °C por 120 minutos. Bolsas de poliéster de

75 cm?, com fibras internas de 0,04 mm?2, foram preenchidas com 10 esclerédios de
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Sclerotium cepivorum e dispostas no tubo com solo nas profundidades de 10, 20 e 30
cm. Todos os esclerddios foram desinfestados (0,5 % NaOCI) superficialmente durante
1 minuto e lavados trés vezes em agua estéril, antes de serem transferidos para as bolsas
de poliéster. Uma bolsa foi colocada em cada profundidade e o local em que se
encontravam foi demarcado na face externa do tubo.

O efeito da percolacdo do produto no solo foi testado a partir da simulacao de
duas laminas de irrigagdo, 3 e 5 mm, comumente usadas por produtores de alho do
cerrado mineiro. Para o volume de calda, foi realizada equivaléncia a partir da area da
boca do tubo em relacdo a 10.000 m2. Foram utilizados 10 L de DADS para 1.000 L de
agua, conforme recomergm de Villalta (2012) Agua foi adicionada em substituicio
ao DADS nas testemunhas em ambas as laminas de irrigagéo.

Os tubos foram mantidos em incubadora do tipo BOD por 40aliast 2 °C e
fotoperiodo de 12 horas. As bolsas de poliéster foram entéo retiradas e a porcentagem
de germinacdo de esclerédios em cada profundidade foi quantificada com auxilio de
microscopio trinocular com objetivas invertidas. Os esclerédios foram classifieados
descritos de acordo com a Figura 2. Foi considerado germinado o esclerddio que emitiu

tubo germinativo ou se encontrava rompido (chocho).

Chocho Intacto Germinando Germinacao Ativa

DESCRICAO

Chocha esclerédio vazio, com casca rompida (sem micélio em seu interior).
Intactos: sem emissao de tubo germinativo e a casca nao possui fissuras.

Germinando: plug de hifas saindo de um Unico ponto da casca.
Germinacdo ativa tubo germinativo e micélio aparente em mais de um pont

casca, ja rompida.

Figura 2. Classificacdo dos esclerodios apos aplicacdo de dialil dissulfeto ou 4gua e

incubacdo em solo mantido em tubos de PVC por 40 diasa 17 + 2 °C.
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Os experimentos foram delineados em esquema fatorial 2x2x3, sendo o0s
tratamentos com e sem DADS, duas laminas de irrigacdo e trés profundidades de
avaliacdo, em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticoes,
considerando-se cada tubo de PVC uma unidade experimental. O experimento foi
conduzido duas vezes. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Lilliefors para
testar a normalidade das variancias. Realizou-se a analise de variancia (ANOVA, Teste
F a 5% de probabilidade) e os tratamentos comparados por meio do teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade, com o0 uso do pacote estatistico ASSISTAT 7.7 Beta
(Silva, 2002).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito de extratos de alho sobre a germinacdo e formacdo de

esclerddios desclerotium cepivorum

Os extratos induziram a germinacao dos esclerddios, em ambas as temperaturas
testadas (Figura 3). Este resultado demonstra que esclerédsosege/orum, podem
crescer fora da faixa de temperatura adequada 10 a 20 °C, formando um numero inferior
de esclerddios, frente ao crescimento induzido em faixa 6tima. Locke (1967) relatou a
ocorréncia deS. cepivorum em uma faixa de temperatura ampla, 5 a 30 °C, que € a
mesma relatada para o crescimento micelial em cultura (Crowel&84). O resultado
encontrado também esta de acordo com Locke (1967), onde a infeccédo por micélio pode
ser iniciadeemtemperaturas diferentes da faixa dos 10 aos 20 °C, mas a germinacao de
esclerodios é restrita. Levando em consideracdo que os esclerédios plaqueados sob
temperatura de 27 °C, sao esclerédios formados a partir de cultura pura e armazenados
em temperaturas abaixo de 20 °C, acredita-se que estes ja teriam iniciado o processo de
germinacao antes de serem plaqueados e por isso, ao serem replagueados em meio
enriguecido com o0s extratos, mantiveram o0 seu desenvolvimento micelial e
posteriormente a formacéo de novos esclerédios.

Para esclerédios crescidos dentro da faixa 6tima de temperatura, observou-se
diferenca no numero final de estruturas produzidas, indicando uma potencial extracao
diferencial de compostos do alho quando em agua e etanol. No entanto, ha necessidade
de estudos adicionais para identificar os compostos extraidos. Para todos os tratamentos
com extrato de alho, houve formacao de esclerédios na lateral das placas de Petri, o que

corrobora com as conclusées de outros trabalhos (Entwistle & Munasinghe,
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1978).Coley-Smith (1959), descreve que hifas cresceram a distancias de véarios
milimetros do corpo de esclerddios primarios. A frequéncia de producédo de esclerddios
secundérios é baixa, mas existente. Portanto, € pouco provavel que esta producdo seja
um fator significativo para a reposicao de populacdes de esclerddios no solo, quando
estes sdo estimulados por indutores de germinacdo por mais de um ciclo de estimulo
(Merriman et al., 1981).

Formacao de esclerodios a partir de extrato de alho
300

250
200
150

100 be

B .

Extr. Etandlico Extr. Aquoso1 Extr. Aquoso2 Extr. Residudrio  Testemunha

50

B N° esclerodios formados 17 °C B N° esclerodios formados 27 °C

Figura 3. Numero de esclerédios deéclerotium cepivorum formados apos
plagueament@m agar-agar enriquecido com extratos de alho, incubados a 17 °C e 27
°C. Sendo: Extrato Etandlico (20% m:nproduzido em laboratério); Extrato Aquoso 1
(20% m:v-— produzido em laboratério); Extrato Aquoso 2 (20% m:needido por
fazenda comercial de alho); Extrato Residuario (Rejeito de fabrica de tempero de alho).
Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Para que o uso do extrato de alho seja eficaz no campo é necessario levar em
consideragao fatores ambientais como a temperatura e a umidade no momento da
aplicacdo, uma vez que nos testes laboratoriais as condi¢des sao controladas de forma
que o extrato obtenha o méaximo desempenho. E importante também, considerar o
processo de extracdo, ja que a filtragem é um fator primordial para que particulas de

material vegetal ndo sejam aplicadas favorecendo a producéo de novos esclerodios.
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3.2. Viabilidade de esclerédios deSclerotium cepivorum formados a

partir de extratos de alho

Os esclerédios secundarios plaqueados em BDA estavam viaveis,
independentemente do tipo de extrato que foi incorporado ao agar-agar (Tabela 3), com
porcentagens de germinacdo média de 75% para os esclerodios incubados a 17 °C e
50% para os esclerédios incubados a 27 °C. O nimero de esclerddios formados a 17 °C
foi maior do que a 27 °C, independentemente do extrato (Tabela 3).

Observou-se durante o experimento que o fator graus dias € importante para que
ocorra a germinagdo dos esclerddios. A presenca de temperaturas na faixa d8s 13
°C, por 12 horas durante cinco dias consecutivos foi suficiente para que o patégeno
emita tubo germinativo e hifas radiais pelo meio de cultura. A producdo de novos
esclerddios foi rapida, independente da temperatura em que foram formados (Figura 4).
A germinacdo de esclerédios se da na forma eruptiva ou miceliogénica (Somerville,
1987; Coley-Smith, 1979). Os primeiros sinais da germinagcdo sdo o aparecimento de
um inchacgo na superficie dos esclerddios, e em seguida, o invélucro é submetido a uma
grande ruptura densa e um ou mais tampdes de micélio sdo empurrados para fora; hifas
comegam a crescer e se ramificam livremente a partir de cada tampéo (Coley-Smith &
Cooke, 1971).

Tabela 3.Numero de esclerddios dglerotium cepivorum germinados e formados em
BDA mantidos por 30 dias em BOD.

% N°
Tipo de Extrato  Concentracic escle_rédios N° de esclerddios formados
germinados
17 °C 27°C 17 °C 27 °C

Extrato Etandlico  20% m/m 75 50 3128 aA® 1721 aA
Extrato Aquoso 20% m/v 50 50 2580 aA 1616 aA
Extrato Aquoso 20% m/m 75 50 2678 aA 1789 aA
Extrato Residuario  -------- 100 50 2632 aA 1253 aA
Testemunha o* 0*

WMédias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, e maiGscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probakilidad
*A testemunha néo foi analisada, devido a auséncia de formacéao de esclerodios.

A viabilidade dos esclerddios pode estar relacionada com a superacgao da laténcia
constitutiva pelos inéculos d& cepivorum.O patégeno causador da podridao-branca
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possui laténcia constitutiva de -13 meses (Coley-Smith, 1990). A laténcia é um
periodo de adaptacao que interrompe o desenvolvimento do organismo e € mantida por
fatores constitutivos que garantem a persisténcia de um organismo nesta condi¢cdo por
um periodo minimo necessario no seu ciclo de vida (Lucas, 1998). Quando ha
superacao da laténcia, os esclerodios no solo podem germinar, desde que ndo haja
fatores ambientais limitantes, como, por exemplo, temperatura, umidade, aeracao e
microbiostase (Coley-Smith & Cooke, 1971).

8 DAP 22 DAP

28 DAP

Figura 4. Viabilidade de esclerddios provenientes de teste de indugédo de germinacéo a
partir de extrato de alho sob temperatura de incubacédo de 17 °C até os 32 dias apés o

plagueamento (DAP).

Em laboratorio, todas as condicdes favoraveis sdo fornecidas para o patdégeno
germinar, produzir micélio e novos esclerddios. Estudos posteriores sdo necessarios
para entender se a capacidade de producdo de esclerddios secundéarios ocorre no solo
logo apds a inducdo de germinacdo por extratos de alho ou similares e por quantos
ciclos os escleréddios sdo formados. Se a producao de esclerédios ocorrer na auséncia da
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planta hospedeira e o fungo utilizar, como fonte nutricional fragmentos de alho nos

extratos, a aplicacdo desses extratos pode ndo ser uma opg¢ao segura para 0 manejo dc
patégeno. No entanto, se a producdo de esclerddios secundarios ocorrer apenas em
funcdo das reservas contidas no esclerédio primario, 0 que acredita-se que ocorra, 0 Uso

dos extratos reduzira a viabilidade do patdgeno no solo eadmreencorajada.

3.3. Eficiéncia da percolagéo de Dialil Dissulfetmo perfil do solo

A aplicacdo de DADS estimulou a germinacdo dos esclerédi8sagpivorum
localizados de 10 a 30 cm de profundidade (Tabela 4), quando comparados com tubos
que receberam apenas agua. No entanto, o estimulo da germina¢do com a aplicacao do
DADS foi maior a 10 cm de profundidade e menor a 30 cm. Sem estimulo do DADS, a
germinacdo dos esclerédios variou entre 24 e 28 %. Nao houve efeito significativo da
lamina de agua aplicada na inducdo da germinacao dos esclerédios em tubos contendo
DADS. Possivelmente, isso ocorreu devido ao fato do solo dos tubos estarem
umedecidos até a capacidade de campo no momento da aplicacdo do produto,
dependendo menos da acéo da lamina de agua como agente carreador ao longo do perfil
do solo. Assim, em condi¢cBes de solo Umido, os compostos volateis estimulantes da
germinacao atingiram os esclerédios mesmo a 30 cm de profundidade (Coley-Smith,
1969; Crowe & Hall, 1980; Coley-Smith & Esler, 1983; Crowe, 1995).

Tabela 4. Porcentagem de esclerddios Stierotium cepivorum germinados em tubos
de PVC em diferentes profundidades de avaliagdo com e sem aplicagédo de dialil
dissulfeto apds 40 dias de incubacéo.

Tipo de Profundidade Avaliada (cm)

Aplicagao 10 20 30
Com DADS 90 aAW 69 aB 35 aC
Sem DADS 28 bA 28 bA 24 bA

(MMédias seguidas por letras mailsculas na linha e letras minGsculas na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A aplicacdo de DADS na dose de 10 Ltfraduz a germinacdo de esclerodios de
S cepivorum localizados ate a 30 cm de profundidade, sendo mais eficiente nos
propagulos localizados mais préximos da superficie do solo. Para evitar efeito da
dorméncia constitutiva (Crowe, 1983), esclerddios ja condicionados foram usados no
experimento. Assim, todos os esclerédios estavam aptos a germinar. Além disso, evitou
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perdas do produto por volatilizacdo pela manutencdo da umidade do solo e os tubos a 20
°C, logo ap6s a aplicacdo do DADS.

A eficiéncia do DADS na indugéo da germinacgdo de esclerddiSscegivorum
depende da profundidade, como demonstrado neste trabalho e também da densidade de
in6culo (Hovius & McDonald, 2002). Em condi¢cdes de pressao de inoculo baixa ou
moderada, o produto pode ser importante componente para o0 manejo da doenca. Em
solos altamente infestados, no entanto, outras estratégias devem &iis aglotriori’
antes da aplicacdo do DADS, visando a reducdo do indculo, como, por exemplo,

fumigacé&o quimica, solarizacao, biofumigacao ou ingéméo solo.
4. CONCLUSOES
Esclerddios germinam na faixa de 10 a 20 °C e continuam o crescimento
micelial até 30 °C.

Aplicagdo de DADS estimula a germinacdo de esclerodiosSotkotium

cepivorumde 10 a 30 cm de profundidade.
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CAPITULO Il

EFICIENCIA DE FUNGICIDAS NA INIBICAO DO CRESCIMENTO
MICELIAL DE Sclerotium cepivorum

RESUMO: Fungicidas podem reduzir o crescimentoSleepivorum, ainda que tais
produtos quimicos ndo possuirem a mesma eficiéncia no controle da podriddo branca
gquando comparado com doencas de parte .a8ssim, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de fungicidas na inibicdo do crescimento miceliaSablerotium
cepivorum. Os fungicidas tebuconazol + trifloxistrobina, trifloxistrobina propiconazole,
tebuconazole, triadimenol, tiofanato de metilico e o fluazinam foram adicionados ao
meio batata, dextrose, agar (BDA) + extrato de alho aquoso (20% m: m) em doses
equivalentes a 200 e 20.000 L!haDiscos de micélio (5 mm de diametro) 8e
cepivorum foram retirados das bordas de colénias com 15 dias de idade em BDA e
depositados no centro de placas de Petri com BDA + extrato de alho aquoso, com ou
sem fungicidas. O fungo foi incubado a 17 = 2 °C durante 30 dias, quando o
crescimento micelial foi avaliado. Houve interacdo entre o fungicida e o volume de
calda do fungicida sobre o crescimento micelial do patégeno. Todos os fungicidas
reduziram o crescimento do fungo em mais de 90 %. Os fungicidas triadimenol e
fluazinam inibiram completamente o crescimentdSdesgpivorum, independentemente

do volume de calda. A eficacia de tebuconazol e tebuconazol + trifloxistrobina foi
reduzida quando o volume de calda foi aumentada de 200 a 20.000 L. Triadimenol,
fluazinam, tebuconazol e tebuconazol + trifloxistrobina suprimiram o crescimefto de

cepivorum in vitro, especialmente para o volume de calda equivalente a 200 L.ha

Palavras-chave:Controle quimico, Fungitoxicidade, Podriddo branca.
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INHIBITION OF THE MYCELIAL GROWTH OF  Sclerotium cepivorum BY
FUNGICIDES

ABSCTRACT: Fungicides may reduce the growth &f cepivorum, although such
products do not have the same efficiency on the control of the white rot in comparison
to aboveground diseases. Thus, the aim of this work was to evaluate the effect of
fungicides on the inhibition of the mycelial grbwof Sclerotium cepivorum. The
fungicides tebuconazole + trifloxystrobin, trifloxystrobin + protioconazole,
tebuconazole, triadimenol, thiophanate methyl and fluazinam were added into potato
dextrose agar (PDA) + garlic agueous extract (20% m:m) broth at dosages equivalent to
200 and 20.000 ha!. Mycelial discs (5 mm in diameter) @& cepivorum were
removed from the border of 15 day cultures in PDA cultures and placed on the center of
Petri dishes with PDA+garlic aqueous extract, amended or not with fungicides. The
fungus was incubated at 17 + 2 °C for 30 days, when the mycelial growth was assessed.
There was interaction between the fungicide and the volume of fungicide solution on
the mycelial growth of the pathogen. All fungicides reduced the growth of the fungus by
more than 90 %. The fungicides triadimenol and fluazinam inhibited completely the
growth of S cepivorum, regardless the volume of the solution. The efficacy of
tebuconazole and tebuconazole + trifloxystrobin was reduced when the volume of the
soultion was increased from 200 to 20.000 L. Triadimenol, fluazinam, tebuconazole and
tebuconazole+trifloxystrobin suppress the growtls.afepivorum in vitro, especially at

the volume of fungicide solution equivalent to 200 [2ha

Key words: Chemical control, White rot, Fungicitoxicity.
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1. INTRODUCAO

A podridao-branca, causada pelo fun§derotium cepivorum, é uma das
principais doencas de plantas do gérdtum. Este patégeno ndo produz esporos, mas
varios esclerodios pequenos e de cor preta, que atua como propagulo de disperséo e de
sobrevivéncia (Couch & Kohn, 2000). Devido a longevidade dos esclerédios no solo
(entre 10 a 30 anos) e a dificuldade de manejo do patégeno, areas infestadas podem se
tornar improprias para o cultivo de hospedeiros suscetiveis por varios anos (Davis et al.,
2007). O manejo da doenca depende da reducéo da viabilidade dos esclerédios no solo
e, para isso, varias medidas de controle sdo necessarias.

O controle quimico do patégeno pode ser realizado via tratamento de solo, com
produtos fumigantes, ou com a aplicagéo durante o ciclo das culturas (Nunes e Kimati,
2004). Apos o plantio, pulverizacdes foliares seguidas de irrigacdo tem sido o método
mais adequado para promover a chegada do ingrediente ativo até o sistema radicular. A
simples aplicagéo de fungicida na parte aérea, sem considerar condigfes do ambiente e a
umidade do solo pode comprometer toda a sequéncia no manejo quimiBo de
cepivorum, uma vez que o fungicida precisa infiltrar pelo perfil do solo para atingir o
alvo, que sao os esclerddios (Pung, 2008). No entanto, os fungicidas ndo sao eficientes
em condi¢cBes de altas densidades de inéculo (Fullerton & Stewart, 1991), assim como
as demais medidas de controle da doenca.

No Brasil, poucos fungicidas séo registrados para o0 manejo da podriddo-branca.
Por muitos anos, o fungicida iprodione foi amplamente utilizado até que ocorresse o
declinio na sua efichAcia ou mesmo a substituicdo por fungicidas mais
eficazes. Produtores de cebola da Australia fazem uso de procimidona e tebuconazole
para o controle da podriddo-branca, com resultados satisfatérios (Wong & Maynard,
1986; Porter et al1991, Fullerton et al., 1995, Ryley, 1995). Além dos resultados do
controle serem variaveis em funcdo da densidade de indculo e da eficiéncia de aplicacao
do produto junto ao alvo (Pung, 2008), alguns fungicidas sofrem degradacé&o microbiana
no solo, como, por exemplo, o iprodione (Entwistle, 1986; Walker et al., 1986; Slade et
al., 1992) e o tebuconazole (Fullerton, 2005).

Em razdo das poucas opc¢des para o0 manejo quimico da doenca, principalmente
no Brasil, torna-se necessario avaliar a acao de fungicidas na inibicdo do crescimento do
patdgeno. Assim, avaliou-se o efeito dos fungicidas tebuconazol + trifloxistrobina,
trifloxistrobina + protioconazol, tebuconazol, triadimenol, tiofanato metilico e

fluazinam sobre o crescimento micelial®i€epivorum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica, Fitopatologia e
Genética Molecular, localizado na Universidade Federal de Vigtmapus de Rio
Paranaiba.

2.2. Obtencao do isolado déclerotium cepivorum

O isolado deS. cepivorum utilizado neste estudo foi obtido a partir de plantas
doentes de alho cultivadas em S&o GotartG. Em laboratorio, os esclerddios foram
desinfestados em alcool 50 % e hipoclorito de sodio a 0,5 %, por 30 e 180 segundos,
respectivamente. Em seguida, foram enxaguados duas vezes em agua destilada estéril e
transferidos para placas de Petri contendo meio batata dextrose agar (BDA),
enriguecidos com extrato de alho aquoso a 20 % m/m. As placas de Petri foram
mantidas a 17 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas, por 20 dias. ApOs a gerreinacao
crescimento micelial do fungo, foram retirados discos de micélio de 5 mm da borda da
colbénia. Os discos de micélio foram retirados antes que o fungo produzisse esclerddios.

2.3. Influéncia dos fungicidas na inibicdo do crescimento micelial d&.

cepivorum

A eficiéncia de fungicidas pertencentes aos grupos quimicos triazol,
estrobilurina, thiazolinthione, benzimidazol e fenilpiridinilamida (Tabela 1) foi feita
com base nas informacdes de uso em campo na regido do Alto Paranaiba. Os fungicidas
foram incorporados em meio batata, dextrose, agar (BDA), juntamente com extrato
aquoso de alho a 20 % (m:m) e o antibiético sulfato de estreptomicina na concentracao
de 500 mg.tX. As doses testadas objetivaram concentragdo final do ingrediente ativo
presente nos produtos quimicos e a incorporacdo do extrato de alho, se deu pela
necessidade de manter as condigbes de crescimento do patdgeno 0 mais proximo
possivel da realidade, isto é, favorecendo a germinagcdo dos mesmos. Em seguida, o
meio de cultura contendo os fungicidas foi distribuido em placas de Petri de 9 cm de
diametro. A concentracdo dos fungicidas foi padronizada conforme concentracdes de
ingredientes ativos proximas das condi¢cdes de campo (Tabela 1). ApGs a solidificacao
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do meio, discos de micélio de 5 mm de diametr&.d=pivorum foram retirados das

bordas de colonias com 15 dias de idade e depositados no centro das placas de Petri
contendo BDA. A testemunha continha apenas BDA, acrescida de extrato de alho. As
placas foram mantidas em BOD 17 + 2 °C por 30 dias. Apo0s as colonias fungicas em
placas contendo apenas BDA (testemunha) atingirem toda a superficie do meio, o
experimento foi finalizado, culminando com a medi¢cdo do diametro das colonias com
auxilio de régua. A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM) foi obtida

com base no diametro da col6nia (Topps & Wain, 1957):

PICM = didmetro do tratamento testemuntdidmetro do tratamento x 100,
didmetro da testemunha

O delineamento utilizado foi do tipo inteiramente casualizado em esquema
fatorial 6x2+1, sendo seis tipos de fungicidas, dois volumes de calda (200 e 20.000
L.hal) e a testemunha adicional. Os tratamentos foram repetidos cinco vezes e o
experimento realizado em triplicata.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene para
averiguagdo das pressuposicbes de normalidade e homogeneidade das variancias,
respectivamente. Em seguida, procedeu-se a analise de variancia conjunta para os trés
experimentos (ANOVA, Teste F a 5% de probabilidade) e os fatores tipos de fungicidas
e volume de calda foram comparados por meio do teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. A porcentagem de inibicdo de crescimento micelial e os respectivos
volumes de calda foram comparadas com a testemunha por meio do teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas com auxilio do pacote
estatistico SAS 9.2 (SAS Institute, 2009).

28



Tabela 1.Doses utilizadas no teste de eficiéncia de fungicitlgidro para o crescimento micelial &elerotium cepivorum.

Concentragao de

, , Dose. ha (produto ingrediente ativo no Dose de Dose de
Ingrediente Ativo : hy . Doses (ppm)- Doses (ppm)- . . . .
: comercial utilizado produto comercial - .1+« Ingrediente ingrediente
(i.a.) . . produto comercial * produto comercial . 8 '
no experimento)  (independente da ativo (ppm)*  ativo (ppm)**
dose)
Tebuconazol 200 g. L't 2,000 20
+ 2 L.hat + 10,000 100
Trifloxistrobina 100 g.Lt 1,000 10
Trifloxistrobina 150 g.Lt 750 7,5
+ 1 L.hat + 5,000 50
Protioconazol 175 g. L 875 8,75
Tebuconazol 2 L.hat 200 g.Lt 10,000 100 2,000 20
Triadimenol 2 L.hat 150 g.L't 10,000 100 1,500 15
Tiofanato Metilico 1 Kg.hat 700 g.Kg* 5,000 50 3,500 35
Fluazinam 1,5 L.hat 500 g.Kg* 7,500 75 3,750 37,5

* Considerando um volume (V) de calda de 200 i;ha

** Considerando um volume (V) de calda de 20.000 t.ha
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Influéncia dos fungicidas na inibicdo do crescimento micelial de

Sclerotium cepivorum

O crescimento micelial d& cepivorum foi influenciado pela interagc&o entre tipo
de fungicida e volume de calda aplicado (Tabela 2). De forma geral, todos os
ingredientes ativos inibiram mais de 90 % o crescimento micelial do fungo, quando
aplicados com volume de calda de 200 t.h®ara os fungicidas triadimenol e
fluazinam, ndo houve diferenca no volume de calda utilizado, mantendo a maior
inibicdo do crescimento micelial (100 %) quando comparado aos demais tratamentos.
Os fungicidas tebuconazol, triadimenol, fluazinam e a mistura tebuconazol +
trifloxistrobina inibiram 100 % do crescimento micelial quando aplicados com volume
de calda de 200 L.Ha diferindo significativamente da testemunha (Figura 1). A
eficiéncia dos fungicidas triadimenol, fluazinam e tebuconazole na redugdo do
crescimento do fungo corroboram os resultados obtidos por Stewart & Fullerton (1991),
Corbaz (1994) e Davies (1994). A menor reducédo foi observada em placas contendo

tiofanato metilico.

Tabela 2. Porcentagem de inibicdo do crescimento miceliaBaderotium cepivorum

em meio de cultura batata, dextrose, agar contendo fungicidas.

Percentual de inibicdo de crescimento mice

Fungicidas

200 L.hat 20.000 L.hd
Tebuconazol + Trifloxistrobina 05,9 aA* 93,0 aB
Trifloxistrobina + Protioconazol 94,3 aA 89,3 aB
Tebuconazol 100,0 bA 98,8 bB
Triadimenol 99,2 bA 97,9 bA
Tiofanato Metilico 89,4 bA 87,8 bB
Fluazinam 100,0 aA 99,5 bA
Testemunha 0,0 aA 0,0 aA
CV (%) 1,64

"Médias seguidas por letras mailsculas na linha e letras mindsculas na coluna nio
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Crescimento micelial d&clerotium cepivorum em meio batata-dextrose-agar
contendo os fungicidas tebuconazol (A), triadimenol (B), fluazinam (C), tebuconazol +

trifloxistrobina (D) no volume de calda de 200 Lltea testemunha (E).

A mistura tebuconazol + trifloxistrobina se mostrou mais eficiente na inibicdo do
crescimento do fungo (100 % e 96 %) do que a mistura trifloxistrobina + protioconazol
(95 % e 89,8 %), independente do volume de calda. Provavelmente, esta eficiéncia esta
correlacionada com a molécula tebuconazol, que foi eficiente mesmo em aplicacdo
isolada, e se mostrou mais eficiente no control& depivorum do que procimidona em
comparacdes anteriores (Duff et al, 2001).

Apesar dos resultados apresentados tebuconazol seria adequado apenas para
aplicacdes foliares, uma vez que apresenta fitotoxicidade quando aplicado como
tratamento de sementes (Fullerton et al., 199Bbuconazol e triadimenol, podem
auxiliar no manejo da podriddo branca (Tyson et al, 1999; Clarkson et al., 2002),
mesmo que a longo prazo ndo se tenham evidéncias que possam sugerir que ao campo
degradacdo dessas moléculas ocorra de forma ace{@radm et al, 1999; Pung et, al
2008.
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O uso dos fungicidas tebuconazol, triadimenol, fluazinam e tebuconazol +
trifloxistrobina em areas onde os esclerddios foram estimulados a germinar por extratos
de alho pode ser uma estratégia promissora, uma veessge compostos inibem o
crescimento micelial d&clerotium cepivorum.

4. CONCLUSAO
Triadimenol, fluazinam, tebuconazol e tebuconazol + trifloxistrobina inibem o

crescimento dé&. cepivorum in vitro, especialmente em volume de solucédo fungicida
equivalente a 200 ha?.
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. CONCLUSOES GERAIS

Extratos aquosos e etandlicos de alho (20% m:m) induzem a germinacdo de
esclerédios d&. cepivoruma 17 e 27 °C.

Aplicacdo de DADS estimula a germinagcdo de esclerodiosSotEotium
cepivorum de 10 a 30 cm de profundidade, com maior efeito sobre os
esclerodios mais proximos da superficie.

Os fungicidas triadimenol, fluazinam, tebuconazol e
tebuconazol+trifloxistrobina suprimem o crescimentaSdeepivorum in vitro,

especialmente em volume de solucéo fungicida equivalente a 200 L/ha
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