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RESUMO

FUGA, Cicero Augusto Guimaraes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2013. Prospec¢do de microrganismos e substincias de origem vegetal para o
controle de Sclerotium cepivorum. Orientador: Everaldo Antonio Lopes. Co-
orientadores: Marcelo Rodrigues dos Reis e Luiz Antonio Maffia.

A podridao branca, causada pelo fungo Sclerotium cepivorum, ¢ uma das
principais doengas das culturas do alho e da cebola em todo o mundo. Na busca por
alternativas sustentaveis de manejo de doenca, agentes de biocontrole e substancias
presentes em extratos e 6leos essenciais de plantas podem ser potencialmente uteis na
inibicdo do crescimento do patégeno. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o antagonismo de isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. e a
fungitoxicidade de extratos de plantas e 6leos vegetais a S. cepivorum ‘in vitro’. No
capitulo I foi avaliado o antagonismo de Bacillus spp. e Trichoderma spp. a S.
cepivorum por meio da técnica de confrontacdo direta e pela producao de metabodlitos
toxicos em placas de Petri. Apos a selecdo dos isolados mais eficientes, testou-se a
compatibilidade entre os antagonistas. No capitulo II foi avaliado a fungitoxicidade de
extratos aquosos e etandlicos de plantas (arruda, mentrasto, citronela, alho, gengibre e
acafrdo), e de oOleos essenciais (citronela, alecrim, nim e eucalipto citriodora) no
crescimento micelial e germinacao de esclerddios de S. cepivorum em placas de Petri.
Foram selecionados sete isolados de Bacillus spp. e cinco de Trichoderma spp. com
efeito antagénico a S. cepivorum. Todos os antagonistas selecionados agiram por
antibiose (produgdo de metabdlitos toxicos), com diferentes niveis de toxicidade ao
patogeno. Alguns antagonistas ndo apresentaram compatibilidade entre si. Todos os
extratos de plantas e Oleos essenciais testados limitaram o crescimento micelial do
patogeno. Os extratos aquosos de mentrasto e citronela na dose de 10.000 ppm inibiram
o crescimento do patdogeno em mais de 50%. Os quatro Oleos essenciais inibiram o
crescimento do patogeno entre 77 e 100%, na dose de 1.200 ppm. Em relacdo a inibigdo
de germinagdo de esclerddios, apenas os 6leos essenciais apresentaram efeito inibitorio
na dose de 1.200 ppm com média de 5% de esclerddios germinados. Os agentes de
biocontrole (Bacillus spp. € Trichoderma spp.), os extratos de plantas e 0leos essenciais

apresentam potencial para o controle de S. cepivorum.
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ABSTRACT

FUGA, Cicero Augusto Guimaraes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2013.
Prospection of microrganisms and botanical substances for the control of
Sclerotium cepivorum.Adviser: Everaldo Antonio Lopes. Co-advisers: Marcelo
Rodrigues dos Reis e Luiz Antonio Maffia.

White rot, caused by the fungus Sclerotium cepivorum, is one of the most
important diseases of garlic and onion throughout the world. In the quest for sustainable
alternatives for the management of the disease, biocontrol agentes and substances found
in the extracts and essential oils of plants can be potentially useful on the inhibition of
the growth of the pathogen. Thus, the objective of this work was to evaluate the
antagonism of isolates of Bacillus spp. and Trichoderma spp. and the fungitoxicity of
botanical extracts and oils to S. cepivorum ‘in vitro’. In the chapter I, it was assessed the
antagonismo of Bacillus spp. and Trichoderma spp. to S. cepivorum by means of the
direct confrontation technique and by the production of toxic metabolites in Petri dishes.
After the screening of the most efficient isolates, it was assessed the compatibility
among them. In the chapter II, it was eveluated the fungitoxicity of aqueous and
ethanolic extracts of plants (rue, mentrasto, citronella, garlic, ginger and saffron), and of
essential oils (citronella, rosemary, neem and eucalyptus) on the mycelial growth and
sclerotia germination of S. cepivorumin Petri dishes. Seven isolates of Bacillus spp. and
five isolates of Trichoderma spp. were selected as a result of their antagonic effect to S.
cepivorum. All antagonists acted by antibiosis, with different levels of toxicity to the
pathogen. Some isolates were not compatible. All plant extracts and essential oils
reduced the mycelial growth of the pathogen. At 10.000 ppm, aqueous extracts of
mentrasto and citronella reduced the growth of the colony by more than 50%. All
essential oils inhibited the growth of the pathogen from 77 to 100% at 1.200 ppm. The
germination of sclerotia was reduced only by the essential oils at 1.200 ppm, with the
average of 5% of germinated sclerotia. Biocontrol agents (Bacillus spp. and
Trichoderma spp.), plant extracts and essential oils have potential to the control of S.

cepivorum.
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INTRODUCAO GERAL

O alho (Allium sativum L.) e a cebola (Allium cepa L.) estdo entre as principais
hortalicas cultivadas no Brasil. O estado de Minas Gerais ¢ um dos principais estados
produtores destas alidceas, com destaque para a regido do Alto Paranaiba, onde estao os
municipios de Sdo Gotardo e Rio Paranaiba, os lideres em producao (IBGE, 2012).

Tais culturas demandam elevados custos de producdo, em parte devido ao
emprego crescente de defensivos agricolas para o controle dos principais problemas
fitossanitarios.

Dentre os fatores biodticos que afetam a produgdo sustentdvel do alho e da
cebola, destaca-se a podridao-branca, doenga causada pelo fungo de solo Sclerotium
cepivorum (Nunes; Kimati, 2004). A agressividade e a capacidade do patdégeno em
sobreviver por longos periodos no solo, em funcao da formacgao de esclerodios, fazem
com que esta doenca seja de dificil controle (Maude, 2006; Valle; Aguilar, 2004). O
sintoma mais facilmente reconhecivel da podridao 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 sdo facilmente arrancadas do solo. O bulbo apresenta podriddo-mole nos
tecidos e crescimento micelial esbranqui¢cado na base da planta, progredindo para a
producao de massas de pequenos esclerddios pretos, dando aspecto enegrecido aos
bulbos (Nunes; Kimati, 2004).

A doenga ¢ disseminada quando esclerodios ou material infectado sdo
transportados durante o cultivo, o que pode ocorrer por meio de implementos agricolas
e sapatos contendo solo infestado aderido, enxurrada ou agua de irrigagdo capaz de
carrear solo. A disseminacao da doenca pode ainda ocorrer de planta para planta em
culturas mais adensadas, resultado do contato entre os bulbos ou raizes. 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 irrigagdo (Entwistle, 1990).

Devido a sua facil disseminagado e negligéncia dos produtores, a podridao branca
ja ¢ relatada na maioria dos campos de producdo de alho e cebola na regido do Alto
Paranaiba. As perdas causadas em lavouras de alho e cebola em decorréncia da doenga
podem chegar a 100% (Pinto et al., 1998), tornando impraticavel o cultivo de alidceas
em areas infestadas.

A busca por agentes de biocontrole e substancias vegetais ativas contra S.

cepivorum ¢ uma importante abordagem de pesquisa visando ao controle da doenca,
1



aliando uso de métodos ambientalmente mais seguros e possibilidade de inovagdo
tecnoldgica para a agricultura.

Fungos do género Trichoderma e bactérias do género Bacillus possuem
diferentes mecanismos de acdo contra patdgenos, como, por exemplo, Rizhoctonia
solani (Asaka; Shoda, 1996; Melo; Faull, 2000), Fusarium spp. (Srivastava et al., 2010;
Cao et al., 2011) e Sclerotinia sclerotiorum (Abdullahet al., 2008). Além disso, podem
ser encontrados em uma vasta diversidade de ambientes, sdo facéis de serem cultivados,
possuem rapido crescimento em grande nimero de substratos e ndo sdo patogénicos
para plantas superiores. Sao capazes de inibir fitopatdgenos por meio de competicao,
producdo de metabdlitos secundarios e, no caso de Trichoderma, podem parasitar
estruturas de resisténcia de patdogenos, a exemplo dos esclerédios, esporos e
clamidoésporos. Além disso, alguns isolados do fungo e da bactéria podem promover o
crescimento de plantas (Harman et al., 2004; Ortiz-Castro et al., 2008; Leelasuphakul et
al., 2008).

Além dos microrganismos, extratos vegetais e 6leos essenciais podem conter
substancias ativas contra inimeros fitopatogenos (Antunes; Cavacob, 2010). Extratos
vegetais (EV) sdo solugdes concentradas, obtidas através de partes vegetativas das
plantas. Os materiais vegetais podem passar ou ndo por tratamento prévio, seja secagem
ou moagem, antes da adicdo dos solventes ou extratores (agua, etanol, hexano, entre
outros) (Negi, 2012). Por sua vez, 6leos essenciais (OE) sao liquidos oleosos aromaticos
obtidos a partir de materiais vegetais por destilacdo (Negi, 2012). Os EV ¢ OE podem
ter em sua constituicdo cem ou mais compostos organicos, embora a maior frequencia
seja de terpenos, terpendides e compostos aromaticos (Bakkali ez al., 2008). O principal
sitio de agdo das substancias vegetais presentes nos extratos ou 6leos essenciais sao as
membranas celulares (Turina et al., 2006; Di Pasqua et al., 2007).

Considerando que a escassez de informagdes € notoria no Brasil em relagdo ao
controle de S. cepivorum e dada a importancia da podridao branca para as culturas do
alho e da cebola, o presente trabalho teve como objetivos:

a) Selecionar isolados de Trichoderma spp. e Bacillus spp. antagdnicos a S.
cepivorums,

b) Verificar a producdo de metabolitos ndo volateis de Trichoderma spp. e
Bacillus spp. e sua influéncia no crescimento micelial de S. cepivorum;

c) Avaliar a compatibilidade entre os isolados de Trichoderma spp. e Bacillus

Spp-»



d) Avaliar o efeito fungitoxico de extratos vegetais e 0leos essenciais sobre o

crescimento micelial e germinagdo de esclerddios de S. cepivorum.
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CAPITULO I

ANTAGONISMO DE Bacillus spp. E Trichoderma spp. A Sclerotium cepivorum

RESUMO: O controle biologico pode ser uma alternativa vidvel para o manejo da
podridao branca do alho, causada pelo fungo Sclerotium cepivorum, principalmente se
envolver a mistura de antagonistas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antagonico de espécies de Trichoderma e Bacillus no controle de S. cepivorum
e verificar a compatibilidade entre os isolados eficientes, visando futura aplicagdo
conjunta dos microrganismos. Foi avaliado o antagonismo de 46 isolados de Bacillus
spp. € nove isolados de Trichoderma spp. ao fungo fitopatogénico por meio da técnica
de cultivo pareado em placas de Petri. Apos a selegdo dos isolados mais eficientes,
avaliou-se a produ¢do e termoestabilidade de metabdlitos por Bacillus e a produgdo e
influéncia de metabdlitos de Trichoderma sobre o crescimento micelial de S. cepivorum.
Por fim, a compatibilidade entre os isolados mais promissores foi avaliada em placas de
Petri. Oito isolados de Bacillus e cinco isolados de Trichoderma apresentaram efeito
antagdnico a S. cepivorum nos experimentos de cultivo pareado, com formacdo de halo
de inibicao pelas bactérias e colonizagdo do patdogeno pelos isolados de Trichoderma.
Os metabolitos termoestaveis de Bacillus inibiram o crescimento micelial de S.
cepivorum. Os filtrados de Trichoderma nao apresentaram efeito no crescimento
micelial do patdégeno, mas retardaram a formacao de esclerodios. A maioria dos isolados
selecionados foi compativel entre si. Os isolados de Bacillus BO1, B03, B10, B120,
B570, B571, B854 € B934 ¢ os isolados de Trichoderma SF32, SF45, SF206, SF301 e
SF311 foram antagonicos a S. cepivorum e podem ser uteis para o manejo integrado do

patdgeno.

Palavras-chave: Allium cepa, Allium sativum, Controle biologico, Podridao branca.



ANTAGONISM OF Bacillus spp. AND Trichoderma spp. TO Sclerotium

cepivorum

ABSTRACT: Biological control can be a viable alternative for the management of
garlic white rot, caused by the fungus Sclerotium cepivorum, mainly when involving a
mixture of antagonists. Thus, the objective of this work was to evaluate the antagonistic
potential of species of Trichoderma and Bacillus on the control of S. cepivorum and to
verify the compatibility among the most efficient isolates, aiming the combined
application of them in the future. It was evaluated the antagonism of 46 isolates of
Bacillus spp. and nine isolates of Trichoderma spp. to the plant-pathogenic fungus by
the method of paired culture in Petri dishes. After the selection of the most efficient
isolates, it was evaluated the production and thermostability of Bacillus metabolites and
the metabolites of Trichoderma on the mycelia growth of S. cepivorum. Finally, the
compatibility among the most promising isolates was assessed in Petri dishes. Eight
isolates of Bacillus and five strains of Trichoderma showed antagonic effect to S.
cepivorum in paired cultures, with the formation of inhibition halos by the bacterium
and colonization of the pathogen by isolates of Trichoderma. The thermostable
metabolites produced by Bacillus inhibited the mycelia growth of S. cepivorum. The
filtrates of Trichoderma had no effect on the mycelial growth of the pathogen, but
slowed the formation of sclerotia. The majority of the isolates selected in this study
were compatible among them. The isolates of Bacillus BO1, B03, B10, B120, B570,
B571, B854 and B934 and the isolates of Trichoderma SF32, SF45, SF206, SF301 and
SF311 were antagonic to S. cepivorum and can be useful for the integrated management

of the pathogen.

Key words: Allium cepa, Allium sativum, Biological control, White rot.



INTRODUCAO

O cultivo do alho (A/lium sativum L.) e da cebola (Allium cepa L.) sdo bastante
afetados pela ocorréncia de doencas fingicas foliares e radiculares. Dentre as doencgas
fingicas importantes das alidceas, merecem destaque aquelas causadas por patdogenos
radiculares, que provocam perdas através de tombamento de plantulas, podriddes de
bulbos e raizes e murchas vasculares, estando entre os principais fatores que reduzem
drasticamente a produtividade das culturas (Agrios, 2005). Sclerotium cepivorum,
agente causal da podridao branca, tem-se apresentado como o principal patégeno
radicular das espécies de Allium sp. e vem ocasionado severas perdas no Brasil (Pinto et
al., 2000) e em outros paises (Andrea et al., 1996; Earnshaw et al., 2000), sem
apresentar medidas de controle eficientes. As medidas de controle quimico, além de
apresentarem baixa eficiéncia, estdo sujeitas a contaminag¢do do solo devido a altas
doses usadas. Estudos confirmam que o sucesso do controle da podriddo branca com
uso de fungicidas pode variar muito entre os anos (Tyson et al., 1999; Zewide et al.,
2007). O desempenho variavel e imprevisivel dos fungicidas introduz um novo
elemento de risco em campos de produgdo de alho e cebola, principalmente em areas
densamente infestadas por S. cepivorum.

A preocupacdo da sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e a
contaminagdo da cadeia alimentar com pesticidas vem alterando o cendrio agricola,
demandando novas tecnologias, dentre as quais se insere a agricultura sustentavel. A
transi¢do da agricultura convencional para uma agricultura sustentdvel ¢ um grande
desafio, no qual a protecdo de plantas estd inserida. Nesse sentido, na resolugdo dos
problemas relacionados com a ocorréncia de pragas e doencas de plantas em niveis de
danos econdmicos devem ser utilizadas técnicas que propiciem a minima dependéncia
externa de insumos, o aumento da biodiversidade, a manutencdo da estrutura do solo, o
baixo ou nenhum risco ambiental e toxicoldgico e uma boa produtividade agricola
(Morandi; Bettiol, 2009).

O biocontrole de doencas radiculares ¢ a area mais desenvolvida de biocontrole
de doengas de plantas. A introducdo de microrganismos adaptados ao microhabitat do
patdgeno ¢ um dos aspectos mais relevantes para o sucesso de um programa de controle
biologico de doengas de plantas. Neste contexto, diversos microrganismos sao isolados,
selecionados e utilizados como agentes biocontroladores de doengas. Muitos fungos e
bactérias tém sido testados no controle de doencas radiculares, alguns com sucesso

comprovado, e muitos outros com grande potencial de uso. Dentre os microrganismos
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estudados, os fungos e as bactérias do género Trichoderma e Bacillus, respectivamente,
estdo entre os mais estudados por apresentarem mais de um mecanismo de
biocontrole,podem ser capazes de inibir uma variada gama de patogenos e ainda sdo
conhecidos por promoverem crescimento de plantas (Michereff; Barros, 2001).

A literatura mundial esta repleta de trabalhos explorando o controle bioldgico de
fungos fitopatogénicos que causam doencas radiculares. Entretanto, no Brasil ha poucos
relatos de microrganismos eficientes no controle de S. cepivorum, e ainda, a grande
maioria das abordagens aplicadas ao controle biologico de doengas de plantas tem sido
baseada no uso de um unico antagonista contra o patogeno alvo (Moreno et al., 2004;
Castillo et al., 2011). Desta forma, a introducdo de uma mistura de antagonistas
provavelmente lograria em maior sucesso, aumentando a eficacia e confiabilidade do
controle, em fun¢do da ampliacdo do espectro de atividade, podendo reunir varios
mecanismos de acdo contra o patogeno alvo (Nandakumar et al., 2001; Thilgavathi et
al., 2007). Algumas vantagens da combinacdo de antagonistas no controle biologico
podem ser listadas (Lemanceau; Alabouvette, 1991; Meyer; Roberts, 2002): a)
multiplos modos de agdo contra o patdogeno alvo; b) habilidade para afetar mais do que
um estadio do ciclo de vida do patogeno alvo; c) atividade durante diferentes épocas na
estacdo de crescimento; d) aumentar a consisténcia na perfomance em ampla gama de
condi¢des de solo; e) potencial para selecionar organismos que afetem mais do que um
patogeno ou pragas, aumentando o espectro de uso do produto. Diante desta
perspectiva, o presente trabalho teve como objetivos, avaliar o potencial antagonico de
espécies de Trichoderma e Bacillus para o controle do agente causal da podridao branca

(S. cepivorum), e verificar a compatibilidade entre os isolados eficientes.

MATERIAL E METODOS

Locais de realizacio dos experimentos

Os experimentos relacionados ao isolamento e selecdo dos antagonistas foram
realizados no Laboratorio de Bioquimica, Fitopatologia e Genética Molecular da
Universidade Federal de Vigosa, Campus de Rio Paranaiba (UFV-CRP) e no
Laboratério de Melhoramento Vegetal e Genética do Centro Universitario de Patos de

Minas (UNIPAM).
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Obtencao do fitopatogeno

O isolado de S. cepivorum utilizado neste estudo foi obtido de esclerddios
formados na superficie de bulbos de alhos infectados, provenientes de campos
comerciais de Rio Paranaiba-MG. Em laboratorio, os esclerodios foram previamente
desinfestados em alcool a 50% e hipoclorito de sddio a 0,5%, por 30 e 60 segundos,
respectivamente. Em seguida, os esclerddios foram enxaguados em dagua destilada
estéril e transferidos para placas de Petri contendo meio batata-dextrose-dgar (BDA). As
placas de Petri foram mantidas a 20 °C. Assim que os esclerédios comecaram a
germinar, retirou-se um disco de micélio da borda da coldnia e transferiu-se para placa

de Petri, incubando-o novamente nas mesmas condi¢des descritas acima.

Isolamento das bactérias a partir do solo

A coleta de solo para isolamento de Bacillus foi realizada em diferentes locais de
mata nativa nas cidades de Rio Paranaiba, Patos de Minas, Sdo Gotardo, Carmo do
Paranaiba e Patrocinio localizadas na regido do Alto Paranaiba - MG. O isolamento das
bactérias pertencentes ao género Bacillus seguiu a metodologia descrita pela World
Health Organization (1985). Para tanto, um grama de solo foi diluida em 10 mL de
solugdo salina estéril (0,01 mM CaCO; 7H,0O; 0,08 mM MgS04.7H,0; 0,006 mM
FeSO4. 7H,0; 0,07 mM MnSOs. 7H,0; 0,006 mM ZnSO4. 7H;O; pH 7,0) e
homogeneizada no vortex por um minuto. Apos, retirou-se uma aliquota de 1 mL para o
processo de pasteurizacao (12 minutos a 80 °C em banho maria e posterior choque
térmico em gelo triturado por 5 minutos), visando a selecao das bactérias esporulantes.

Apos esse periodo, a suspensdo foi diluida duas vezes, atingindo uma proporc¢ao
de 107, Da ultima dilui¢do, foram aplicados 100 pL em placa de Petri contendo meio de
cultura Luria-Bertani (LB), seguido de incubacao em estufa BOD a 28 °C durante 24
horas. Os isolados obtidos foram mantidos a 4° C, em geladeira, preservados através da

técnica de conservacdo em oleo mineral (Alfenas; Mafia, 2007).

Antagonismo de Bacillus spp. a Sclerotium cepivorum

Foi utilizada a técnica de cultivo pareado em placa de Petri contendo BDA,
conforme descrito por Dennis e Webster (1971). Para isso, esclerédios de S. cepivorum
foram transferidos, com o auxilio de pinga, para placas de Petri contendo BDA e
posicionados a 1 cm da borda da placa. As placas foram mantidas em BOD a 20°C.
Ap6s trés dias, o isolado bacteriano foi semeado com alca de platina no lado oposto da

placa, seguida de incubacdo em BOD a 20°C. A testemunha continha apenas o
11



fitopatdégeno. Todos os procedimentos foram realizados em condi¢des assépticas, em
camara de fluxo laminar. Avaliou-se o antagonismo dos isolados bacterianos aos 15 dias
apos a semeadura nas placas, com medic¢des do crescimento micelial do fitopatdgeno no
sentido ortogonal do isolado bacteriano e observagdo da formagao de halos de inibigao.
Quando ocorreu halo de inibigdo, o micélio do fungo limitrofe ao halo de inibigcdo foi
repicado para placas de Petri contendo BDA, para verificar se o efeito dos metabdlitos
bacterianos foi fungicida ou fungistatico.

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticoes,
considerando-se cada placa uma unidade experimental. O experimento foi repetido duas
vezes. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene para
testar a normalidade e homogeneidade das variancias, respectivamente. Realizou-
seaanalise 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 STATISTICA 7.0 (Statsoft, 2004).

Avaliacio da produciao e termoestabilidade de metabolitos produzidos por Bacillus
Spp-

Para testar a producdo e termoestabilidade de metabolitos produzidos pelos
isolados de Bacillus spp. que demonstraram eficiéncia no experimento de cultura
pareada, colonias das bactérias foram transferidas para erlenmeyers contendo meio
liquido a base de batata-dextrose (BD) e mantidos em condicdes ambiente de
laboratério por sete dias, sob agitagdo a 150 rpm em agitador mecanico, no escuro.
Apobs este periodo, aliquotas de cada caldo fermentado foram transferidos para
erlenmeyers contendo meio BD obtendo-se concentragdes de 20, 50 e 80% (caldo
fermentado/BD). Afim de se obter concentragdes nutricionais (batata e dextrose) iguais
em todos os tratamentos, o meio BD adicionado ao caldo fermentado continha 250, 400
e 1000 g.L" de batata e 25, 40 e 100 g.L"' de dextrose nas concentragdes de 20, 50 e
80%, respectivamente. Posteriormente foi adicionado 4gar na concentragdo de 20 g.L"' e
esterilizados em autoclave por 20 min, a 120 °C. Apds homogeneizacao da suspensao,
foivertido 20 mL em placas de Petri. Apds a solidificagdo do meio, semeou-se no centro
de cada placa um disco de 5 mm de didmetro de colonias do fitopatogeno. A testemunha
continha apenas o fitopatogeno no meio de cultura BDA, sem a presenca de
metabolitos. Aos 7 e 21 dias de incubagdo em BOD a 20 °C, foi avaliado o crescimento
micelial do fitopatogeno através da medi¢do do didmetro da col6nia no sentido

ortogonal.
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O experimento foi montado em esquema fatorial 7x3+1, sendo sete isolados
bacterianos, trés concentracdes € um tratamento adicional (testemunha), em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, considerando-se cada
placa uma unidade experimental. O experimento foi repetido duas vezes. Os dados
obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene para testar a
normalidade e homogeneidade das variancias, respectivamente. Realizou-se a analise de
variancia (ANOVA, Teste F a 5% de probabilidade), e os tratamentos foram
comparados entre si por meio do teste de Tukey e comparados com a testemunha
através do teste de Dunnett ao nivel de 5% de probabilidade com o uso do pacote

estatistico STATISTICA 7.0 (Statsoft, 2004).

Antagonismo de Trichoderma spp. a Sclerotium cepivorum

Foram estudados nove isolados de Trichoderma spp. (SF04, SF32, SF44, SF45,
SF157, SF206, SF301, SF309 e SF311) pertencentes ao Laboratorio de Biocontrole
Farroupilha (Grupo Farroupilha, Patos de Minas — MQG). O antagonismo dos isolados de
Trichoderma contra S. cepivorum foi avaliado pelo método de culturas pareadas,
conforme descrito por Mello et al. (2007). Para tal, discos de 4gar de 5 mm de diametro
contendo micélio de S. cepivorum e do antagonista foram retirados de colonias com 10
dias de cultivo e depositados, simultaneamente, em extremidades opostas das placas de
Petri (a 1 cm da borda da placa), contendo meio batata dextrose agar (BDA). A
testemunha continha apenas o antagonista. As placas foram mantidas em BOD a 20 °C
por 15 dias, quando o crescimento micelial dos fungos foi avaliado conforme escala
proposta por Bell et al. (1982) e pela medicao do crescimento micelial do isolado de
Trichoderma.

Adotou-se delinecamento inteiramente casualizado com quatro repeticoes,
considerando-se cada placa como unidade experimental. O experimento foi repetido
duas vezes. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene
para testar a normalidade e homogeneidade das variancias, respectivamente. Realizou-
sea andlise 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 STATISTICA 7.0 (Statsoft, 2004).
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Producao e influéncia de metabolitos de Trichoderma no crescimento micelial de S.
cepivorum

Para se avaliar o efeito inibitério de metabdlitos produzidos pelos isolados de
Trichoderma foi selecionado apenas aqueles que apresentaram eficiéncia no
experimento de cultivo pareado, utilizando-se como base a metodologia descrita por
Agrawal et al. (1977), com modificagdes. Os isolados de Trichoderma foram cultivados
em erlenmeyers de 1.000 mL contendo 400 mL de meio liquido a base de BD.
Utilizaram-se cinco discos de micélio por erlenmeyer, retirados de colonias de
Trichoderma desenvolvidas em BDA, com sete dias de idade. Os frascos foram
mantidos em condi¢des ambiente de laboratorio por sete dias, sob agitagdo a 150 rpm
em agitador mecanico, no escuro. Apds sete dias a parte liquida foi coletada por
filtracdo em papel filtro e novamente filtrados em membrana de nitrocelulose
(Millipore®) de 0,2 um. O meio BD com a presenca de metabolitos foi entdo
incorporado ao meio BDA autoclavado ainda fundente, na concentragdo de 25% (v:v).
Apbs a solidificagdo do meio, semeou-se no centro de cada placa um disco de 5 mm de
diametro de coldnias do fitopatogeno. A testemunha continha apenas o fitopatégeno no
meio de cultura BDA, sem a presenca de metabolitos. Aos sete dias de incubacao em
BOD a 20 °C, foi avaliado o crescimento micelial do fitopatogeno através da medicao
do didmetro da coldnia no sentido ortogonal.

Adotou-se delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticoes,
considerando-se cada placa como unidade experimental. O experimento foi repetido
duas vezes. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene
para testar a normalidade e homogeneidade das variancias, respectivamente. Realizou-
sea andlise 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 STATISTICA 7.0 (Statsoft, 2004).

Compatibilidade entre isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp.

A compatibilidade entre isolados de Bacillus e Trichoderma foi testada apenas
entre os isolados que demonstraram eficiéncia nos experimentos de antagonismo a S.
cepivorum.

Para se estudar o antagonismo dos isolados de Bacillus em relacdo aos isolados
de Trichoderma adotou-se teste de antagonismo em confrontagdo direta como descrito

anteriormente, seguindo metodologia proposta por Dennis e Webster (1971).
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Para a analise da agcdo antagonista dos metabolitos produzidos pelos isolados de
Trichoderma em relagdo aos isolados de Bacillus foi utilizado o procedimento de
difusdo em meio solido desenvolvido por Bauer et al. (1966). Em placas de Petri
estéreis, foi inoculado 1 mL da suspensdao de cada bactéria, ¢ em seguida foram
adicionados 20 mL de Luria Bertani Agar (LBA) fundido a 45 °C. Logo apds a
solidificagdo do meio de cultura, foram depositados discos de papel de filtro de 1 cm de
diametro embebidos com metabolitos dos isolados de Trichoderma e incubou-se a 28
°C por 48 horas. Os metabolitos de Trichoderma utilizados foram obtidos conforme
descrito anteriormente.

Foi considerado como possuidor de atividade antagonista aquele isolado
(Bacillus) ou produto (metabolito de Trichoderma) que apresentou a formagao de halo
de inibi¢do. Os experimentos foram montados em esquema fatorial 7x6, sendo sete
isolados bacterianos e cinco isolados fingicos ou testemunha (disco de papel filtro
embebido em agua estéril), em delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes, considerando-se cada placa uma unidade experimental. O experimento foi
repetido duas vezes. Os dados obtidos foram submetidos a andlise descritiva, por ser

tratar de uma variavel qualitativa nominal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Antagonismo de Bacillus spp. a Sclerotium cepivorum

A maioria dos isolados (n = 37) ndo inibiu o crescimento do patogeno (Tabela
1). Por sua vez, oito isolados bacterianos (B0O1, B03, B10, B120, B570, B571, B854 ¢
B934) reduziram o crescimento micelial do fungo entre 42,2 ¢ 50,2%, em decorréncia
da presenga de halo de inibi¢do pronunciado. O isolado B113 também reduziu o
crescimento micelial do fungo; entretanto, seu efeito foi menos pronunciado e nao
formou halo de inibi¢do. Este resultado demonstra que a inibicdo do crescimento
micelial foi devida a antibiose, sugerindo a produg¢do de metabolitos secundarios
extracelulares pelos isolados bacterianos com a¢do antiflingica, que podem ser
antibioticos, quitinases, glucanases e outros tipos de polipeptideos (Kudan;
Pichyangkura, 2009; Amin et al., 2012). Embora durante o pareamento ndo tenha
ocorrido sobreposi¢do da coldnia bacteriana sobre o fitopatdégeno, observou-se
escurecimento do micélio de S. cepivorum, na regido de influéncia dos possiveis
metabolitos produzidos pelas bactérias. Em microscopio Optico foi observado

encurtamento das células e forte engrossamento das paredes das hifas do patogeno. Tal
15



observacao também ¢ citada por Kupper et al. (2003), que também relataram um
escurecimento do micélio de Colletotrichum acutatum sob influéncia de isolados de
Bacillus subtillis, apresentando as mesmas modifica¢des celulares. Estas modificagdes
celulares observadas, provavelmente estdo relacionadas com algum mecanismo de
defesa do patdgeno. Este efeito observado no micélio do patogeno foi fungistatico, pois

o fungo voltou a crescer quando repicado para placas de Petri com BDA.

Tabela 1. Efeito antagénico ‘in vitro’ de isolados bacterianos sobre o crescimento
micelial (didmetro da coldnia) de Sclerotium cepivorum.

Isolado Crescimento micelial (cm) Isolado Crescimento micelial (cm)
B854 3,46 a! B137 7,65 c
B934 3,49 a B627 7,66 c
B10 3,62 a B118 7,66 C
B571 3,63 a B92 7,69 c
B570 3,72 a B16 7,76 C
B120 3,78 a B119 8,00 c
B03 3,87 a B121 8,00 C
BO1 4,03 a B117 8,00 c
B113 6,29 b B145 8,00 C
B02 6,87 bc B61 8,00 c
B679 6,95 bc B94 8,00 C
B678 7,01 bc B592 8,00 c
B680 7,12 bc B114 8,00 C
B62 7,16 bc BI15 8,00 c
B188 7,16 bc B14 8,00 C
B07 7,27 bc B12 8,00 c
B78 7,38 bc B681 8,00 C
B580 7,48 bc B11 8,00 c
B957 7,50 bc B855 8,00 C
B116 7,50 c B08 8,00 c
B996 7,60 c B06 8,00 C
B110 7,60 c B115 8,00 c
B95 7,63 c Testemunha 8,00 c
B965 7,64

(UMédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nio diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Trabalhos realizados em outros paises também demonstraram o potencial de
bactérias no controle de S. cepivorum. Na Roménia, Dinu et al. (2012) relataram
inibi¢do in vitro de crescimento micelial do patdogeno acima de 70% ocasionada por
espécies de Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens € B. pumilus. No Canada, Utkhede &

Rahe (1983) demonstraram in vitro a capacidade de onze isolados de Bacillus em inibir
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o crescimento micelial de treze isolados de S. cepivorum obtidos de diferentes paises,
através da formagao de zonas de inibigdo.

Apesar dos bons resultados de antagonismo obtidos neste trabalho, nem sempre
sao garantias de eficiéncia em programas de manejo, muitas vezes, a eficacia dos
antagonistas in vitro, podem ser insuficientes perante uma série de fatores, uma vez que
as condi¢des em laboratdrio sdo controladas de forma que o isolado apresente maximo
desempenho. Por isso, conduzir estudos em campo ¢ de grande importancia para se

conhecer os efeitos edafoclimaticos sobre as bactérias antagonistas.

Antagonismo de Trichoderma spp. a Sclerotium cepivorum

Dentre os isolados de Trichoderma testados, SF45, SF32, SF301, SF311 e
SF206 foram os que apresentaram maior atividade antagonista aos 15 dias de cultivo
pareado, reduzindo o crescimento do patogeno a 0 cm, significativamente inferior aos
demais isolados (Tabela 2). De acordo com a classificagao de Bell et al. (1982), os
cinco isolados apresentaram nota 1, ocupando 100% da superficie do meio e
colonizando o patégeno, sendo classificado como altamente antagonico a S. cepivorum,
aos 15 dias de cultivo em placa de Petri. Por outro lado, os isolados SF309, SF04, SF44
e SF157 apresentaram notas que variaram entre 2,6 e 3, apresentando pequeno ou
nenhum antagonismo (Bell et al., 1982), respectivamente. Os isolados de Trichoderma
considerados eficientes neste trabalho possivelmente apresentaram efeito antagdnico
devido a uma ou mais formas de agdo sobre o fitopatdgeno, que podem ser tanto pela
producdo de metabdlitos (Thrane et al., 2000), como também pelo hiperparasitismo
(Papavizas, 1985; Harman, 2000) e pela competicdo por nutrientes e espago. As
espécies de Trichoderma podem produzir exoglucanases e endoglucanases, celobiase e
quitinase, que sao enzimas importantes na degradacdao e na lise da parede celular de
fungos fitopatogénicos (Papavizas, 1985). Os mecanismos de controle bioldgico podem
ocorrer simultaneamente durante o processo de vida do antagonista. A capacidade para
produzir tais substancias e o seu efeito fungicida pode variar entre espécies e entre
isolados da mesma espécie.

Resultados similares foram obtidos por Castillo ef al. (2011) em que as espécies
de Trichoderma longibrachiatum e T. asperellum demonstraram efeito altamente
antagdnico pela escala de Bell et al. (1982) contra S. cepivorum in vitro. Este feito
também foi relatado por Avila et al. (2005) e Mello et al. (2007) avaliando efeito
antagénico de isolados de Trichoderma em relagdo a Sclerotinia sclerotiorum e

Sclerotium rolfsii, patdgenos que também produzem esclerddios.
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Tabela 2. Crescimento micelial de S. cepivorum em cultura pareada com diferentes
isolados de Trichoderma spp. mantidos por 15 dias em BOD.

Crescimento micelial % de crescimento do

Isolado Nota!

do fitopatogeno (cm) Trichoderma®
SF 45 0,00 a? 1 100
SF 32 0,00 a 1 100
SF 301 0,00 a 1 100
SF 311 0,00 a 1 100
SF 206 0,00 a 1 100
SF 309 293 b 2,6 56,4
SF 157 428 ¢ 3 50
SF 04 4,29 ¢ 3 50
SF 44 4,66 ¢ 3 50
Testemunha 9,00 d 5 0

) Notas de acordo com a escala proposta por Bell et al. (1982). © Area da placa
coberta pelo isolado de Trichoderma em porcentagem. © Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

E importante que isolados de Trichoderma testados in vitro apresentem efeito
antagdnico bastante pronunciado para serem testados posteriormente a campo, pois sua
eficiéncia ¢ reduzida devido aos efeitos edafoclimaticos. Trabalhos realizados em outros
paises demonstram o potencial de uso em campo de isolados de Trichoderma no manejo
de S. cepivorum. No Reino Unido, a aplicagdo de dois isolados de Trichoderma viride e
um isolado de 7. pseudokoningii degradaram até 80% de esclerdédios de quatro isolados
de S. cepivorum em um solo argiloso (Clarkson et al., 2004). No México, a cepa C4 de
T. harzianum aplicado através de farelo de trigo colonizado em uma dose de 25 g m™ no
sulco antes do plantio atrasou o aparecimento da doenca por 40 dias em relacdo ao
tratamento controle, fornecendo protecdo temporaria contra a podriddo branca do alho

(Avila-Miranda et al., 2006).

Avaliacio da producio e termoestabilidade de metabolitos produzidos por Bacillus
Spp-

Houve intereacao significativa entre as doses testadas e os isolados bacterianos.
Aos sete dias de avaliacao todos os isolados de Bacillus spp. diferiram estatisticamente
da testemunha pelo teste de Dunnett, o que revela que os metabolitos produzidos
mostraram-se termoestaveis e mantiveram suas atividades mesmo apds a autoclavagem
(Tabela 3). Trés isolados (B03, B10 ¢ B120) apresentaram efeito antifingico acentuado
aos sete dias, empedindo igualmente o crescimento micelial do patdogeno nas trés
concentragdes testadas. De forma geral, com excessdo dos isolados BO1, B854 ¢ B934

na concentragao de 20%, todos os demais tratamentos apresentaram didmetro da colonia
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do patogeno inferior a 1,5 cm, inibindo o crescimento micelial de S. cepivorum em mais
de 80% em relacao a testemunha.

Através da analise estatistica, aos 21 dias de avaliagdo, nota-se que as
concentragdes de 20 e 50% ja ndo apresentam efeito antifingico para a maioria dos
isolados comparando-se com a testemunha. Entretanto, na concentracdo de 80% todos
os isolados demonstraram efeito antiflingico sobre o crescimento micelial do patogeno,
com destaque para os isolados B571, B570, B120 e BO3 que mantiveram o didmetro da
colonia abaixo de 1,9 cm, diferindo dos demais isolados. O isolado B03 apresentou os
menores valores de didmetro da colonia fingica nas trés concentragdes avaliadas aos 21
dias. Além disso, BO3 foi o tnico isolado que apresentou-se estatisticamente diferente
da testemunha nas trés concentragdes testadas, sugerindo que os metabolitos produzidos
pelo mesmo possui efeito antifingico em relagdo a S. cepivorum mais pronunciado, €

consequentemente mais eficiente.

Tabela 3. Crescimento micelial de Sclerotium cepivorum em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA acrescido de diferentes concentragdes (%) de meio BD
autoclavado contendo metabolitos termoestaveis produzidos por isolados de Bacillus

spp. apos sete ou vinte e um dias de cultivo.

Diametro da colonia fingica (cm)

Isolado .................. Tdias...ooeeeeieees e, 21 dias..................
20% 50% 80% 20% 50% 80%
BO1 2,3 bA 1,0 bB 1,0 bB 9,0 aA* 8,5 aA* 3,0 abB
B03 1,0 dA 1,0 bA 1,0bA  42DbA 2,5 cAB 1,0 bB
B10 1,0 dA 1,0 bA 1,0 bA 8,4 aA* 7,8 abAB* 5,5 aB
B120 1,2 dA 1,0 bA 1,0 bA 7,5 aA* 4,5 bcB 1,1 bC

B570 1,4 cdA 1,0 bB 1,0 bB 6,8 abA* 6,3 abA* 1,7 bB
B571 1,5cA 1,0 bB 1,0 bB 7,5 abA* 7,0 abA* 1,9 bB
B854 2,0 bA 1,5 aB 1,0 bB 6,7 abA* 5,9 abcA* 4,3 abA
B934 3,0 aA 1,4 abB 1,4 aB 9,0 aA* 4,7 bcB 4,3 abB

Testemunha 9,0 9,0

(DMédias seguidas por letras maitisculas na linha e letras minusculas na coluna nio
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. ) Médias
seguidas por um asterisco ndo diferem significativamente da testemunha, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Dunnett.

Na literatura encontram-se pesquisas avaliando termoestabilidade de metabolitos
produzidos por bactérias com resultados positivos sobre outros patdgenos, corroborando
com os resultados encontrados neste trabalho. Soria et al. (2012) ao estudarem o efeito

de B. subtilise Burkholderia sp. sobre Fusarium circinatum, verificaram que ao utilizar
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meio de cultura BDA acrescido de 10% de meio BD autoclavado contendo metabolitos
termoestaveis inibiramem até 50% o crescimento micelial do fungo, apos quatro dias de
incubac¢do. Utilizando metodologia analoga a Soria et al. (2012), Kupper et al. (2003)
relataram a produgdo de metabolitos termoestaveis de 67 isolados de Bacillus capazes
de inibir o crescimento micelial de C. acutatum.

A produgdo rapida e eficiente de metabolitos termoestaveis pelas bactérias,
juntamente com atividade antimicrobiana, como observado no presente trabalho,
tornamestes organismos atraentes para estudos de controle bioldgico.A constatacdo da
producao de substancias inibidoras ao S. cepivorum, produzidas pelos diversos isolados
de Bacillus spp., ¢ especialmente importante para o entendimento do mecanismo de
acdo de tal antagonismo, possibilitando, dessa forma, o controle da doencga pelo uso das

substancias produzidas e, ndo apenas pela introdu¢ao massal dos agentes de biocontrole.

Producio e influéncia de metabdlitos de 7richoderma spp. no crescimento micelial
de S. cepivorum

Aos sete dias de avaliacao nao foi observado efeito dos filtrados de Trichoderma
sobre o crescimento micelial de S. cepivorum. O crescimento do patégeno no meio
BDA acrescido dos filtrados dos cinco isolados de Trichoderma, foi igual a testemunha
(sem filtrado) colonizando toda a placa. Entretanto, aos sete dias apenas no tratamento
testemunha houve formacdao de esclerddios. Esclerédios formaram-se nas placas
acrescidas com os filtrados aos 15 dias, demonstrando que os filtrados retardaram a
formagao das estruturas de sobrevivéncia do patégeno. Estes resultados indicam que os
isolados de Trichoderma atuam por antibiose, entretanto devido a baixa eficiéncia,
reforca a ideia de que estes isolados podem exercer a capacidade antagonista
principalmente por outros meios de inibi¢ao, por exemplo, 0 micoparasitismo.

A inibicdo do crescimento de diversos fitopatdgenos pela producdo de
substancias ndo volateis foi amplamente estudada por Dennis e Webster (1971). Eles
relataram que a habilidade de espécies de Trichoderma produzirem tais substancias
variou entre isolados e que a suscetibilidade dos fungos foi varidvel. De forma
semelhante, Avila et al. (2005) observaram que diferentes isolados de T. harzianum e T.
atroviride reduziram o crescimento micelial de S. sclerotiorum e S. rolfsii através de
producao de metabolitos ndo volateis, entretanto, essa reducdo variou bastante de
acordo com cada isolado testado. Os bons resultados encontrados por estes autores
podem estar relacionados com a metodologia empregada, pois ndo houve a diluicdo dos

filtrados em meio de cultura. Portanto, o método utilizado e a concentragdo testada
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influéncia os resultados, dessa maneira, os isolados de Trichoderma testados neste
trabalho podem apresentar melhores resultados de inibi¢cdo de S. cepivorum utilizando

outros métodos de avaliagao.

Compatibilidade entre isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp.

Na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos no experimento que avaliou o
efeito antagonista dos isolados bacterianos sobre os isolados fingicos, indicando que as
bactérias BO1, B10 e B934 formaram halo de inibicao, inibindo o crescimento micelial
dos isolados de Trichoderma SF301, SF206 e SF934, respectivamente, demonstrando
que os metabolitos produzidos por tais bactérias podem ser toxicos a outros organismos
de biocontrole. Contudo, o restante das combinagdes testadas se mostrou compativel,
sendo observado a sobreposi¢do da colonia dos isolados de Trichoderma sobre os

isolados de Bacillus.

Tabela 4. Presenca ou auséncia da formacdo de halo de inibi¢do ocasionado pelos
metabolitos de diferentes isolados de Bacillus em relacdo ao crescimento micelial dos

isolados de Trichoderma.

Trichoderma Bacillus
B01 B03 BI10 B120 B570 B571 B&54 B934
SF32 IR - : _ : _
SF45 S ] ] _ _ _
SF206 S L ] ] _ _ !
SF301 oL ] ] ] _ X
SF311 S ] ] _ _ _

(Sinal negativo indica compatibilidade entre isolados e sinal positivo indica
imcompatibilidade devido a formagao de halo de inibigao.

Na Tabela 5 s@o apresentados os resultados do experimento que avaliou o efeito
antagonista de metabolitos dos isolados fungicos sobre os isolados bacterianos. Os
isolados de Trichoderma SF32, SF45 e SF311 nao apresentaram producao de
metabolitos toxicos aos isolados bacterianos, pois ndo se observou a formacado de halo
de inibicdo em torno do disco de papel depositado sobre o meio de cultura. Entretanto, o
isolado SF301 produziu metabolitos toxicos capazes de inibirem o crescimento de todos
os isolados bacterianos, com excessdo do isolado B854, resultado que pode estar
relacionado com a producao de antibidticos de largo espectro de acdo pelo fungo.
Também foi observada a formacdo de halo de inibicdo pelo isolado SF206, sendo

incompativel com os isolados B120 e B934. A testemunha ndo apresentou halo de
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inibicdo, demonstrando que o papel filtro utilizado nao causou nenhum efeito no

experimento.

Tabela 5. Presenca ou auséncia da formacdo de halo de inibicdo ocasionado pelos
metabolitos de diferentes isolados de Trichoderma em relacdo ao crescimento

bacteriano dos isolados de Bacillus.

Bacillus Trichoderma Test.

SF32 SF45 SF206 SF301 SF311

BO1 -0 - - + - -
B03 - - -
B10 - - -
B120 - - +
B570 - - -
B571 - - -
B854 - - - - - -
B934 - - + + - -

+ o+ 4+ + +
1
1

(Sinal negativo indica compatibilidade entre isolados e sinal positivo indica
imcompatibilidade devido a formagao de halo de inibigao.

Entre as 35 combinagdes possiveis entre os isolados bacterianos e fungicos, 12
se mostraram imcompativeis devido ao efeito antagénico observado nos dois
experimentos, nao sendo recomendada a aplicagdo desses microorganismos em conjunto
em trabalhos futuros. Geralmente espera-se que a aplicacdo conjunta de antagonistas
aumente a eficiéncia de controle, como foi observado por Mishra ef al. (2013). Estes
autores demonstraram efeito sinérgico de formulacdes mistas de Trichoderma e
Pseudomonas apresentando maior controle de S. rolfsii, R. solani, F. oxysporum f.sp.
ciceri, Macrophomina phaseolina e S. sclerotiorum em varias culturas, comparado-se
com a aplicacdo dos antagonistas separadamente. Entretando, efeito contrario também
pode ocorrer. Stockell et al. (2010) observaram incompatibilidade entre Pseudomonas
fluorescens e Pantoea vagans, obtendo controle inferior de Erwinia amylovora em
pereira, comparando-se com a aplicacao separada dos organimos.

Novos estudos devem ser realizados em condigdes de casa de vegetacdo e de
campo, considerando a aplicacdo em conjunto ou separadamente dos antagonistas, para
comprovar o potencial como agentes de biocontrole de S. cepivorum e verificar se a

aplicacdo conjunta dos organismos compativeis possui efeito sinérgico.
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CONCLUSAO

Os 1solados de Bacillus BO1, B03, B10, B120, B570, B571, B854 ¢ B934 ¢ os
isolados de Trichoderma SF32, SF45, SF206, SF301 e SF311 apresentaram-se
antagdnicos a S. cepivorum, demonstrando serem promissores para o manejo integrado

da podridao branca.
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CAPITULO 11

EXTRATOS VEGETAIS E OLEOS ESSENCIAIS NA INIBICAO DO
CRESCIMENTO MICELIAL E GERMINACAO DE ESCLERODIOS DE

Sclerotium cepivorum

RESUMO: A podridao branca, causada pelo fungo Sclerotium cepivorum, ¢ uma das
principais doengas das culturas do alho e da cebola em todo o mundo. Na busca por
alternativas sustentdveis de manejo de doenca, substancias presentes em extratos e 6leos
essenciais de plantas podem ser potencialmente uteis na inibicdo do crescimento do
patogeno. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes extratos
vegetais e Oleos essenciais na reducdo do crescimento micelial € na germinagdo de
esclerddios de S. cepivorum. No primeiro experimento, extratos aquosos e etanolicos
(20%, m:v) de Ageratum conyzoides, Ruta graveolens, Zingiber officinale, Crocus
sativus, Allium sativum ¢ Cymbopogon winterianus foram acrescentados ao meio de
cultivo de S. cepivorum (BDA) nas concentragdes de 1.000 ou 10.000 ppm. No segundo
experimento, Oleos essenciais de C. winterianus, Rosmarinus officinalis, Azadirachta
indica e Eucalyptus citriodora foram adicionados ao BDA nas concentra¢des de 100,
200, 400, 800 ou 1.200 ppm. Todos os extratos vegetais reduziram o crescimento
micelial do fungo, dependendo da interagdo entre concentragdo e extrator utilizado. Na
dose de 10.000 ppm, os extratos aquosos reduziram o crescimento da colonia fungica
entre 28,0% e 53,5%, especialmente os de 4. conyzoides e C. winterianus. Por sua vez,
nenhum extrato inibiu a germinacdo de esclerédios. No segundo experimento, o
crescimento micelial do fungo foi inibido em funcdo da interacdo entre o tipo ¢ a
concentracdo do Oleo essencial. Na concentracdo de 1.200 ppm, os 6leos de citronela e
alecrim inibiram completamente o crescimento do fungo, enquanto que para os 6leos de
nim e eucalipto as inibi¢cdes foram de 77 e 83%, respectivamente. A germinacdo dos
esclerodios apenas foi inibida na concentracao de 1.200 ppm, independentemente do
tipo do 6leo, resultando em apenas 5% de esclerddios germinados. Conclui-se que os
extratos vegetais e os Oleos essenciais avaliados possuem substincias inibidoras ao

crescimento de S. cepivorum.

Palavras-chave: A/lium spp., Controle de doengas, podridao branca.
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PLANT EXTRACTS AND ESSENTIAL OILS ON THE INHIBITION OF
THE MYCELIAL GROWTH AND GERMINATION OF SCLEROTIA OF

Sclerotium cepivorum

ABSTRACT: White rot, caused by the fungus Sclerotium cepivorum, is one of the most
important diseases of garlic and onion throughout the world. In the quest for sustainable
alternatives for the management of the disease, substances found in the extracts and
essential oils of plants can be potentially useful on the inhibition of the growth of the
pathogen. Thus, the objective of this work was to evaluate the effect of different
botanical extracts and essential oils on the reduction of the mycelial growth and
germination of sclerotia of S. cepivorum. In the first experiment, the culture broth of S.
cepivorum (PDA) was amended with aqueous and ethanolic extracts (20%, m:v) of
Ageratum conyzoides, Ruta graveolens, Zingiber officinale, Crocus sativus, Allium
sativum and Cymbopogon winterianus at 1.000 or 10.000 ppm. In the second
experiment, essential oils of C. winterianus, Rosmarinus officinalis, Azadirachta indica
and Eucalyptus citriodora were added into PDA at 100, 200, 400, 800 or 1.200 ppm.
All extracts reduced the mycelia growth of the fungus, depending on the interaction
between concentration and the extractor utilized. At 10.000 ppm, aqueous extracts
reduced the growth of the colony by 28,0% and 53,5%, especially A. conyzoides and C.
winterianus. In its turn, none extract reduced the germination of the sclerotia. In the
second experiment, the mycelial growth was inhibited as a result of the interaction
between the type and concentration of the essential oil. At 1.200 ppm, essential oils of
C. winterianus and R. officinalis completely inhibited the growth of the fungus, whereas
the reduction induced by A. indica and E. citridora oils were 77 e 83%, respectively.
The germination of the sclerotia was inhibited only at 1.200 ppm, regardless the type of
the oil, resulting in 5% of germination. As a conclusion, the extracts and the essential

oils assessed have inhibitory substances to the growth of S. cepivorum.

Key words: Allium spp., Control of diseases, White rot.

29



INTRODUCAO

A podridao branca, causada pelo fungo S. cepivorum, ¢ uma doenga que pode
ocorrer em todas as espécies do género Allium; porém, com mais frequéncia na cultura
do alho e cebola e nas regides onde se cultiva na estacao fria do ano. No Brasil, tem sido
registrada em Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand e Rio Grande do Sul (Jaccoud Filho et
al., 1985). Sua forma de ocorréncia localizada faz com que a estimativa de perdas, na
média, seja baixa; porém, nas lavouras afetadas pode inviabilizar em 100% a producao,
tornando o local improprio para cultivos subseqiientes de aliaceas. Muitos locais
infestados podem ndo apresentar plantas doentes em determinado ciclo e manifestar-se
nos proximos cultivos, provavelmente pelas condi¢des edafoclimaticas desfavoraveis a
infec¢do ou pela intensa atividade biologica sobre o fungo (Entwistle, 1990).

O controle do patdgeno ¢ realizado principalmente através do controle quimico,
muitas vezes demandando altas doses ou maior frequéncia de aplicagdo do fungicida. O
controle quimico tem sido utilizado através do tratamento de solo (Nunes; Kimati,
2004). O uso dos fungicidas, principalmente tebuconazole, iprodione, procimidone e
vinclozolin podem ser usados no controle do fungo, com eficiéncia variavel entre os
produtos (Zewide et al., 2007; Guerrero; Checa, 1990; Sanchez et al., 2002). Entretanto,
ndo sao eficazes em altas densidades de indculo (Fullerton; Stewart, 1991).

O uso de agentes quimicos para controle de doengas e pragas tem sido muito
questionado atualmente, uma vez que € crescente a preocupacao por parte da populagao
em consumir alimentos mais saudaveis, € com menor impacto ambietal no processo de
producdo. O uso de antimicrobianos naturais, a exemplo dos 6leos essenciais e extratos
vegetais, pode ser uma alternativa interessante de reduzir a aplicacdo de agrotdxicos
(Cutler, 1999).

Na literatura ha relato de muitas plantas medicinais, aromaticas e condimentares
que apresentam propriedades toxicas a uma ampla gama de fitopatégenos (Park et al.,
2007; Tabanca et al., 2007; Pinto et al., 2010; Combrinck et al., 2011), ainda que o
mecanismo de acdo antimicrobiana das substancias presentes nos extratos € nos 6leos
essenciais ndo ¢ totalmente compreendido (Bakkali et al., 2008; Negi, 2012).

Considerando a alta demanda de alimentos mais sauddveis, o impacto que as
doencas fingicas podem ocasionar na producao agricola e o potencial dos extratos e
Oleos essenciais no manejo da podridao branca, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito dos extratos aquosos e etandlicos de mentrasto (Ageratum conyzoides),

arruda (Ruta graveolens), gengibre (Zingiber officinale), agafrao (Crocus sativus), alho
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(Allium sativum) e citronela (Cymbopogom winterianus), bem como os 6leos essenciais
de citronela, alecrim (Rosmarinus officinalis), nim (Azadirachta indica) e eucalipto
citriodora (Eucalyptus citriodora) sobre o crescimento micelial e germinagdo de

esclerodios de S. cepivorum em condigdes de laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Locais de realizacao dos experimentos

Os experimentos relacionados ao isolamento e selecdo dos antagonistas foram
realizados no Laboratorio de Bioquimica, Fitopatologia e Genética Molecular da
Universidade Federal de Vigosa, Campus de Rio Paranaiba (UFV-CRP) e no
Laboratorio de Melhoramento Vegetal e Genética do Centro Universitario de Patos de

Minas (UNIPAM).

Obtencao do patogeno

O isolado de S. cepivorum utilizado neste estudo foi obtido de esclerodios
formados na superficie de bulbos de alho infectados, provenientes de produgdo de alho
em Rio Paranaiba-MG. Em laboratério, os esclerodios foram desinfestados em alcool a
50% e hipoclorito de sodio a 0,5%, por 30 e 60 segundos, respectivamente. Em seguida,
foram enxaguados em agua destilada estéril e transferidos para placas de Petri contendo
meio batata dextrose dgar (BDA). As placas de Petri foram mantidas a 20 °C. Apos a
germinagdo e crescimento do fungo, retirou-se um disco de micélio de 5 mm da borda
da coldnia e transferiu-se para placa de Petri, incubando o patdogenoem BOD a 20 °C no

€scuro.

Preparo dos extratos vegetais

Folhas de citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor), de arruda (Ruta
graveolens L.) e de mentrasto (Ageratum conyzoides L.), rizomas de acafrao (Crocus
sativus L.) e de gengibre (Zingiber officinalis (Willd). Roscoe) e bulbos de alho (4l/ium
sativum L.) foram lavados em agua corrente e desinfestados em hipoclorito de sddio, a
0,5%, durante 10 minutos, a fim de eliminar a presenca de possiveis microrganismos
presentes na superficie das plantas.

Os materiais vegetais foram transferidos para um copo de liquidificador
contendo agua destilada estéril ou etanol a 96°C e triturados por 1 minuto na propor¢ao

de 20% (200 g.L'"). Os extratos aquosos foram colocados em infusio em banho-maria
31



durante 1 hora a 60 °C. A separagao dos extratos do material sélido residual foi
realizado por filtragdo utilizando papel filtro de poros de tamanho de 3 pm e gramatura
de 80 g.m™. Os extratos foram filtrados em membrana de nitrocelulose (Millipore®) de
0,2 um e armazenados em tubos vedados e envoltos em papel aluminio e mantidos em

geladeira a 4 °C.

Efeito de extratos vegetais sobre o crescimento micelial e germinacio de
esclerddios de Sclerotium cepivorum

Os extratos vegetais foram adicionados ao meio BDA fundente (45 °C),
juntamente com o adjuvante Tween 80 a 0,05% e o antibiotico sulfato de estreptomicina
na concentracio de 500 mg.L"'. Em seguida, o meio de cultura contendo ou nio os
extratos vegetais foi distribuido em placas de Petri de 9 cm de diametro. Apds a
solidificacdo do meio, discos de micélio (6 mm) de S. cepivorum foram retirados das
bordas de colonias com sete dias de idade e depositados no centro das placas de Petri
contendo BDA. As placas foram mantidas em BOD no escuro a 20 °C por 10 dias. Apos
as colonias fungicas em placas contendo apenas BDA (testemunha) atingirem toda a
superficie do meio, o experimento foi finalizado, culminando com a medicao do
didmetro das colonias com auxilio de paquimetro digital.

Para se avaliar o efeito dos extratos sobre a germinagdo de esclerodios, apos a
solidificacdo dos meios acrescidos dos extratos vegetais, seis esclerédios foram
depositados em pontos equidistantes na superficie do BDA mantido em placas de Petri
de 9 cm de didmetro. Os esclerddios foram obtidos a partir de uma cultura pura em
BDA com 12 dias de idade. As placas foram mantidas a 20 °C no escuro durante sete
dias, quando o numero de esclerédios germinados foi avaliado com auxilio de
microscopio estereoscopico.

O delineamento utilizado foi do tipo inteiramente casualizado em esquema
fatorial 7x2x2, sendo seis espécies de plantas (mentrasto, arruda, citronela, agafrdo,
gengibre e alho) e a testemunha, duas concentragdes (1.000 e 10.000 ppm) e dois
extratores (dgua destilada estéril e etanol). A testemunha continha apenas o solvente
puro (4dgua destilada estéril ou etanol) acrescidos ao meio BDA. Os tratamentos foram
repetidos cinco vezes.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene para
testar a normalidade e homogeneidade das varidncias, respectivamente. Realizou-se a

analise de variancia (ANOVA, Teste F a 5% de probabilidade) e os tratamentos foram
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comparados por meio do teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, com o uso do

pacote estatistico STATISTICA 7.0 (Statsoft, 2004).

Efeito de o6leos essenciais sobre o crescimento micelial e germinacio de esclerédios
de Sclerotium cepivorum

Foram utilizados 6leos essenciais comerciais de citronela, alecrim (Rosmarinus
officinales L.), nim (Azadiractina indica) e eucalipto citriodora (Eucalyptus citriodora
Hook) nas concentragdes de 100, 200, 400, 800 ou 1.200 ppm.

A adi¢do dos o6leos essenciais ao meio de cultura, a conducdo e avaliacdo do
experimento foram similares ao experimento anterior, exceto a duragdo do experimento
que foi de 15 dias e a germinagdo foi avaliada usando 4gar-dgua em substitui¢do ao
BDA.

O delineamento utilizado foi do tipo inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x5+1, sendo quatro 6leos vegetais (citronela, alecrim, nim e eucalipto), cinco
concentragdes (100, 200, 400, 800 e 1.200 ppm) e o tratamento testemunha contendo
apenas meio BDA ou AA. Os tratamentos foram repetidos cinco vezes.

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Levene para
averiguacdo das pressuposi¢des de normalidade e homogeneidade das varidncias,
respectivamente. Em seguida, procedeu-se a andlise de variancia (ANOVA, Teste F a
5% de probabilidade) e os tratamentos de ordem qualitativa (tipos de dleos vegetais)
foram comparados por meio do teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Os
fatores quantitativos (doses dos o6leos essenciais) foram avaliados apds ajuste de
equacdes de regressdo, baseado no teste de “t’ dos coeficientes dos modelos de
regressdo a 1% de probabilidade. Os oleos e as respectivas concentragdes foram
comparados com a testemunha por meio do teste de Dunnett ao nivel de 5% de
probabilidade. Todas as analises foram realizadas com auxilio do pacote estatistico

STATISTICA 7.0 (Statsoft, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito dos extratos vegetais sobre o crescimento micelial e germinac¢io de
esclerddios de Sclerotium cepivorum
O crescimento micelial de S. cepivorum foi influenciado pela interagao entre as

espécies vegetais, concentracdes e extratores utilizados (Tabela 1). De forma geral,
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nenhum extrato, independente da concentracdo, inibiu mais de 54% o crescimento

micelial do fungo.

Tabela 1. Efeito dos extratos vegetais sobre o crescimento micelial (didmetro da
colonia em cm) de Sclerotium cepivorum em fungdo das concentracdes (1.000 ou

10.000 ppm) e extratores (agua destilada ou etanol).

Concentracdo (ppm) x Solvente

Plantas . .
10.000 x Etanol 10.000 x Agua  1.000 x Etanol 1.000 x Agua

Mentrasto 7,12 Ab’ 4,18 Bc 7,5 Aabc 796 Aab
Arruda 548 Bc 6,3 ABD 7,1  Ac 7,16 Ab
Acafrao 7,1 Ab 6,4 Ab 6,18 Acd 7,26 Ab
Alho 7,58 Aab 6,06 Bb 8,7 Aab 7,42 ABab
Citronela 9,0 Aa 432 Cc 7,14  Bbc 90 Aa
Gengibre 8,78 Aa 6,48 Bb 494 Cd 9,0 Aa
Testemunha 90 Aa 90 Aa 90 Aa 9,0 Aa

"Médias seguidas por letras maitsculas na linha e letras mintsculas na coluna nio
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Analisando os extratos etanolicos na dose de 10.000 ppm (Tabela 1), o extrato
de arruda foi o que causou maior inibicdo do crescimento micelial de S. cepivorum
(39,1%), em comparagdo com os demais extratos e a testemunha. A inibicdo induzida
pelos extratos de mentrasto e acafrdo foi de 20,8 e 21,1%, respectivamente, frente a
testemunha.

Por sua vez, todos os extratos aquosos limitaram o crescimento do fungo na dose
de 10.000 ppm, com redugdes variando entre 28,0% e 53,5%. Os extratos de mentrasto
e citronela inibiram em mais de 50% o didmetro da coldnia fungica. Na concentracio de
10.000 ppm, a 4gua se mostrou mais eficiente como extrator de substancias inibidoras a
S. cepivorum do que o etanol, principalmente quando os materiais vegetais foram de
mentrasto, alho, citronela e gengibre.

Em relacdo a concentragdo de 1.000 ppm, os extratos etanolicos de gengibre,
citronela, arruda e acafrao reduziram o crescimento micelial do patégeno, com destaque
para o extrato de gengibre, que limitou o didmetro da colonia em 45,1% em relagdo a
testemunha. Nenhum extrato aquoso na concentragdo de 1.000 ppm teve efeito
antifingico acima de 21% e somente os extratos de arruda e agafrdo diferiram da
testemunha (Tabela 1). Considerando a concentra¢do de 1.000 ppm, o etanol foi mais
eficiente na extracdo de substancias inibidoras de S. cepivorum a partir dos tecidos de

citronela e gengibre.
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Em relacdo ao experimento de germinacdo de esclerddios ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, ocorrendo 100% de germinagdo em todos os
tratamentos aos sete dias de avaliacdo (dados ndo apresentados), independente da
espécie de planta, extrator e concentracgao.

Poucas pesquisas foram realizadas com o objetivo de avaliar o efeito fungitdéxico
de extratos vegetais sobre o fungo S. cepivorum. Todavia, com base em alguns trabalhos
diretamente relacionados com a espécie ou com o género do fungo demonstram o
potencial de utilizagdo desses compostos no controle alternativo do patégeno. Em uma
dessas investigacdes, os extratos de folhas de Brachiaria humidicola, Crotalaria
paulina, Eucalyptus citriodora e Brassica oleracea var. capitata foram avaliados
quantoao potencial de inibir o crescimento micelial e a germinagao de esclerodios de S.
cepivorum (Pinto et al., 1998). Os autores observaram que extratos aquosos € acetona-
agua de folhas de E. citriodora e B. oleraceae var. capitata tiveram pouco efeito sobre o
crescimento micelial. No entanto, o extrato aquoso de folhas de C. paulina inibiu o
crescimento micelial em 67, 53 e 27%, nas doses de 100, 1.000 e 10.000 ppm,
respectivamente. Os melhores resultados foram obtidos com extratos de folhas de
E.citriodora em 1.000 e 10.000 ppm em acetona-agua, inibindo completamente o
crescimento micelial (Pinto et al., 1998).

Em relacdo a germinacdo de esclerédios de S. cepivorum, Pinto et al. (1998)
notaram reduzido efeito (menos de 10% de inibi¢do) dos extratos aquosos de folhas de
Brachiaria humidiciola, Crotalaria paulina, E. citriodora e Brassica oleracea var.
capitata, mesmo em concentracdes de 10.000 ppm. Entretanto, ao utilizarem o extrator
acetona-agua, na concentragdo de 1.000 ppm de E. citriodora, foi obtido 100% de
inibicao de germinacao dos esclerddios, demonstrando que a escolha do extrator possui
grande influéncia nos resultados. Montes-Belmont e Prados-Ligero (2006), por sua vez,
testaram a fungitoxicidade ‘in vitro’ de extratos aquosos de 15 espécies de plantas em
concentragdo de 5% sobre S. cepivorum. Na ocasido, os extratos aquosos de flores de
Syzygyum aromaticum e Pimenta dioica inibiram em 100% o crescimento micelial do
fungo e a formacao de esclerodios.

O potencial fungitoxico de plantas avaliadas neste trabalho j& foi comprovado
em pesquisas realizadas em diversos paises (Tylkowska; Dorna, 2001; Kane et al.,
2002; Rodrigues et al., 2006; Celoto et al., 2008; Domingues et al., 2009), ainda que S.
cepivorum nao tenha sido utilizado como patdégeno-alvo. Entretanto, o efeito desses
extratos ¢ varidvel, pois dependem da espécie do patdogeno estudada e da metodologia

usada (concentragdo, dose, extrator, entre outros). Domingues et al. (2009), por
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exemplo, verificaram que o extrato hexanico de arruda inibiu completamente a
germinagdo de esclerodios de S. rolfsii. Os extratos hidroetanolicos da mesma planta, de
mentrasto e gengibre inibiram em mais de 90% a germinacdo dos esporos de
Colletotrichum gloeosporioides (Celoto et al., 2008).

Se por um lado o tipo de solvente utilizado e a concentragdo dos extratos no
meio de cultura podem influenciar nos resultados, apenas determinadas etapas do ciclo
de vida do patdgeno podem ser inibidas pelos extratos vegetais, tais quais, germinagao,
crescimento micelial (colonizagdo) e esporulagao (reprodugdo). Por exemplo, o extrato
aquoso de gengibre na concentracdo de 25% inibiu o crecimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum em 92,5%; mas a redu¢do na producao de esclerddios nao ultrapassou 30%
(Rodrigues et al., 2006). Extratos dessa mesma planta também inibiram de forma
pronunciada o crescimento micelial de Rhizoctonia solani (Kane et al., 2002),
Alternaria brassicae, Alternaria brassicicola, Botrytis allii e Stemphylium botryosum
(Tylkowska; Dorna, 2001). Considerando a consideravel reducdo do crescimento de S.
cepivorum na presenga de extratos etandlicos de mentrasto e citronela, a 10.000 ppm, e
gengibre a 1.000 ppm (Tabela 1), € possivel que substancias fungicidas ou fungistaticas
de amplo espectro estejam presentes nos extratos da planta, carecendo de novas

investigacoes.

Efeito de 6leos essenciais sobre o crescimento micelial e germinacio de esclerédios
de Sclerotium cepivorum

Houve interagdo significativa entre 6leos essenciais e concentracdes testadas
sobre o crescimento micelial de S. cepivorum.

Nenhum o6leo essencial inibiu o crescimento micelial do patégeno nas
concentragdes de 100 e 200 ppm quando comparados com a testemunha, similarmente
ao observado com os 6leos de citronela e alecrim a 400 ppm (Tabela 2). Por sua vez, os
6leos de nim e eucalipto a 400 ppm inibiram o crescimento fungico em 22% e 33%,
respectivamente.

Nas concentragdes de 800 e 1.200 ppm, os 6leos essenciais de todas as plantas
reduziram o didmetro da colonia do patégeno, com destaque para os 6leos de citronela e
alecrim a 1.200 ppm (100% de inibig¢ao).

O efeito das diferentes doses de cada 6leo essencial na inibicdo do crescimento
micelial de S. cepivorum foi ajustado a modelos exponenciais (> 0,97) para os 6leos
de citronela e alecrim e lineares (1*> 0,96) para os 6leos de nim e eucalipto (Figura 1).

Assim, os pontos criticos para os 6leos de citronela e alecrim foram 256,6 ppm e 263,1
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ppm, respectivamente; enquanto que o aumento das doses de 6leos de nim e eucalipto
limitaram proporcionalmente o crescimento micelial do patdgeno.

Na concentragdo de 1.200 ppm, os o6leos de citronela e alecrim inibiram
totalmente o crescimento micelial de S. cepivorum, enquanto que os Oleos de nim e

eucalipto citriodora as inibi¢des foram de 77% e 83%, respectivamente.

Tabela 2. Inibicdo do crescimento micelial de Sclerotium cepivorum apos 15 dias de
cultivo a 20C em meio de cultura batata dextrose agar (BDA) acrescido de diferentes

concentracdes de dleos essenciais de quatro espécies de plantas.

% de inibicao

Oleo essencial ..o, PP,

1.200 800 400 200 100

Citronela 100 a" 33a 0 b* 0 a* 0 a*

Alecrim 100 a 22b 0b* Oa* Oa*

Nim 77b 39a 22 a 0a* 0a*

Eucalipto 83 b 33a 33 a 0a* 0a*
Média 90 34,5 11 0 0
Testemunha 0 - - - -

(DMédias seguidas por letras minusculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. *M¢édias seguidas por um asterisco nao diferem
significativamente da testemunha, a 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.

Diferentes 0leos essenciais podem limitar o crescimento de fungos formadores
de esclerddios, a exemplo de S. cepivorum. Pitarokili et al. (2002) observaram que o
crescimento radial de S. sclerotiorum foi totalmente inibido pelo 6leo essencial de salvia
(Salvia sclarea) na concentracdo de 1.000 ppm, ao passo que o crescimento de S.
cepivorum foi inibido em 94% em 2.000 ppm. Além disso, o 6leo exibiu um efeito
fungicida sobre S. sclerotiorum na concentracdo de 2.000 ppm. Kumar et al. (2007)
demonstraram amplo espectro antiflingico, inclusive a S. rolfsii de 6leo de mastruz
(Chenopodium ambrosioides) na concentracdo de 100 ppm, com 100% de inibicdo de
crescimento micelial. Benine et al. (2010) também observaram total inibi¢ao do
crescimento micelial de S. rolfsii quando submetido ao 6leo essencial de alfavaca
(Ocimum gratissimum).

Todos os esclerddios de S. cepivorum germinaram na testemunha e nas parcelas
contendo os 6leos essenciais das quatro plantas nas concentragdes de 100, 200, 400 e
800 ppm; enquanto que apenas 5% dos esclerddios, em média, germinaram em BDA
contendo os 6leos na concentracdo de 1.200 ppm, independentemente da planta (dados

nao apresentados). Assim, € possivel notar que ¢ necessaria maior concentragdo de 6leo
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essencial para limitar a germinagdo dos esclerddios do que o crescimento micelial do

fungo.
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Figura 1. Efeito das concentragdes (ppm) de Oleos essenciais sobre a inibicdo do
crescimento micelial de Sclerotium cepivorum ap6s 15 dias de incubagdo. (A) o6leo de
citronela, (B) 6leo de alecrim, (C) 6leo de nim e (D) 6leo de eucalipto. Os coeficientes

dos modelos de regressdo foram significativos pelo teste de “t” a 1% de probabilidade.

Diversos autores demonstraram o potencial fungitoxico dos Oleos essenciais de

citronela, alecrim, nim e eucalipto citriodora em relagdo a inibi¢do do crescimento
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micelial de F. oxysporum, Bipolaris sorokiniana, Botrytis cinerea, Cercospora
coffeicola, Pyricularia grisea e Rhizoctonia solani (Salgado et al., 2003; Triana,
Gonzalez, 2009; Soylu et al., 2010; Pereira et al., 2011). O mecanismo de a¢do mais
provavel dos 6leos essenciais estd relacionado com danos as membranas celulares dos
patogenos, afetando a estrutura das suas diferentes camadas de polissacarideos, acidos
graxos e fosfolipidios. Os componentes que determinam a atividade bioldgica dos 6leos
essenciais sdo principalmente os terpenos, terpendides e compostos aromaticos (Bakkali
et al.,2008).

Neste trabalho foi avaliada apenas a inibicdo do crescimento micelial e da
germinagdo de esclerddios. Novos estudos devem ser realizados a fim de verificar se
tais extratos e dleos inibem a produgdo de esclerddios de S. cepivorum ou mesmo a sua
sobrevivéncia no solo. Adicionalmente, outras formas de extracdo, diferentes
concentragdes, a identificacdo das fragdes majoritarias com potencial de inibicao sao
necessarios, assim como a aplicagdo dos compostos no solo em condi¢gdes controladas e

a campo, a fim de verificar o real potencial do uso destes extratos.

CONCLUSOES

Todos os extratos vegetais testados limitam o crescimento micelial de S.
cepivorum, dependendo da concentragdo e do extrator. O menor crescimento micelial do
fungo foi obtido com os extratos aquosos de mentrasto e citronela na dose de 10.000
ppm, inibindo em mais de 50% o crescimento da colonia. Nenhum extrato vegetal,
independente da dose e do extrator ndo apresentou efeito sobre a germinagdo dos
esclerodios.

Os oleos essenciais de citronela (C. citratus), alecrim (R. officinalis), nim (A.
indica) e eucalipto citriodora (E. citriodora) inibiram o crescimento micelial entre 77%
e 100% na concentracdo de 1.200 ppm. A inibi¢do de germinagdo de esclerddios foi
observada apenas na concentracdo de 1.200 ppm, com média de 5% de esclerddios

germinados.
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