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RESUMO - Indutores de germinacao de esclerédios podem ser utilizados em areas infestadas
com Sclerotium cepivorum e reduzir o indculo do fungo no campo. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar quatro diferentes tipos de indutores de germinacdo de esclerddios de S.
cepivorum. Extrato aquoso e etandlico de alho preparados em laboratdrio (20%, m:v), agua
residual de agroindustria de alho e extrato aquoso produzido pela Shimada Agronegdcios
(20%, m:m) foram utilizados como indutores de germinacdo a 17 e 27 °C em laboratdrio.
Além disso, a acdo de dialil dissulfeto (DADS) como estimulante de germinacgéo foi avaliada
usando tubos plasticos com solo e contendo esclerédios enterrados a 10, 20 e 30 cm de
profundidade. Todos os extratos de alho induziram a germinagdo dos esclerddios,
independentemente da temperatura avaliada. DADS induziu a germinacdo de esclerddios de
10 a 30 cm de profundidade, com maior efeito sobre esclerddios localizados a 10 cm.
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INTRODUCAO

A podridao branca, causada por Sclerotium cepivorum, limita a producdo de alho e
cebola em areas infestadas (Stewart & MclLean, 2007). Esse fungo possui crescimento
micelial esbranquicado e produz pequenos esclerddios pretos, que sdo suas estruturas de
resisténcia. Entre os principais sintomas da doenca estdo o amarelecimento da parte aérea das
plantas, seguido da morte das folhas afetadas, morte das raizes e apodrecimento dos bulbos,
gue se tornam amolecidos e infestados de micélio e esclerédios. As plantas sdo facilmente
arrancadas do solo, devido a deterioracdo do sistema radicular.

A doenca é de dificil manejo. A aplicacéo de fungicidas tem limitada eficiéncia, ja que
os ingredientes ativos ndo conseguem atuar na maior parte dos esclerédios encontrados no
solo e por ndo protegerem os locais de infecgdo nas raizes. Além disso, as moléculas podem
ser rapidamente degradadas no solo (Zewide et al., 2007). Outra limitagdo do controle é o fato
de que os esclerodios podem persistir viaveis no solo por até 30 anos, o que inviabiliza a

adocdo da rotacdo de culturas. Assim, diferentes estratégias de manejo devem ser adotadas
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bioldgico, controle quimico e a aplicagdo de indutores de germinacdo. A aplicagdo de extratos
de alho ou compostos sintéticos que mimetizam as substancias liberadas pelas raizes de
especies de Allium induzem a germinacao de esclerdédios do fungo quando o solo estad imido e
a temperatura situa-se entre 13 e 18°C. Na auséncia de hospedeiros, os esclerédios
germinados morrem quando suas reservas nutricionais acabam e as hifas sdo mais suscetiveis
ao ataque de antagonistas. Assim, a aplicacdo de indutores de germinacdo pode reduzir a
populacdo de esclerddios vidveis no solo e ser uma importante estratégia a ser integrada no
manejo da doenca. Avaliou-se neste trabalho o potencial de extrato aquoso de alho, preparado
em laboratdrio ou por produtores de alho, extrato etanélico de alho preparado em laboratdrio e
efluente de fabrica de tempero de alho como indutores de germinacdo de esclerddios de S.
cepivorum em meio de cultura. Além disso, a acdo do dialil dissulfato sintético (DADS) foi
estudado como estimulante de germinagdo em microcosmo, simulando distintas

profundidades do indculo e aplicacao de laminas de irrigacéo.
MATERIAL E METODOS

O isolado de Sclerotium cepivorum foi obtido de plantas de alho infectadas em campo.
Os esclerddios foram retirados destas plantas e desinfestados em alcool 50% por 30 segundos
e, posteriormente, em hipoclorito de sédio 0,5% por 180 segundos. Em seguida, foram
enxaguados duas vezes em agua destilada estéril e transferidos para placas de Petri com meio
de cultura batata dextrose agar (BDA), enriquecidos 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 15
dias.

Para a produgdo dos extratos de alho, bulbilhos foram descascados, lavados em agua
corrente e desinfestados em hipoclorito de sodio 1,0% durante cinco minutos. Os bulbilhos
foram transferidos para liquidificador com alcool 96%, para o preparo do extrato etandélico, na
propor¢do de 20% (m:m), ou com &gua destilada estéril para o preparo de extrato aquoso,
também a 20% (m:v). Os bulbilhos foram triturados por um minuto e os extratos foram
mantidos em repouso por trés dias. Os extratos foram filtrados em papel filtro de poros de 14
um e gramatura de 80 g.m e armazenados a 4 °C em vidros vedados de coloragdo ambar.
Também foi utilizado efluente de fabrica de tempero de alho do Sul de Minas Gerais,
constituido do residuo da lavagem e da maceracdo de bulbilhos de alho em &gua; além de
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com concentragdo de 20% (m:m).

Os extratos foram adicionados em meio agar-agar a 45 °C, juntamente com antibiotico
sulfato de estreptomicina (500 mg.L™?). Em seguida, o meio de cultura foi distribuido em
placas de Petri de 9 cm de didmetro. Depois da solidificacdo, foi adicionado um esclerédio no
centro de cada placa. Os esclerodios foram obtidos de cultura pura com 15 dias de idade. As
placas foram incubadas em BOD, com fotoperiodo de 12 horasa 17 +2 °C e 27 £ 2 °C por 25
dias. A avaliacdo comecou a partir da formacdo de novos esclerodios, que foi feita com
auxilio de microscdpios estereoscdpico. Placas testemunhas continham apenas agar-agar.

Para o teste de viabilidade dos esclerddios formados a partir da germinagdo induzida
pelos extratos, foram transferidos com auxilio de pinca, quatro esclerddios para placas de
Petri contendo BDA e enriquecidas dos extratos mencionados acima, os esclerddios foram
posicionados de forma equidistante. As placas foram armazenadas em BOD a1l7 +2°Cea
testemunha continha somente dgua. Todos os procedimentos foram realizados em camara de
fluxo laminar sob condicdes assépticas.

Para avaliar a acdo do DADS na germinacdo dos esclerodios de S. cepivorum, e
consequentemente sua percolacdo no perfil do solo, foram preenchidos tubos de PVC de 30
cm de altura e 10 cm de didmetro com solo autoclavado (121 °C por 120 minutos), de textura
média e coletado em area ndo infestada com o patégeno. Bolsas de poliéster com 75 cm?, com
fibras internas de 0,04 mm?, foram preenchidas com dez esclerédios (previamente
desinfestados em NaCl a 0,5% por um minuto e lavados trés vezes com agua esteril) e
colocadas nos tubos a 10, 20 e 30 cm de profundidade. Uma bolsa foi colocada em cada
profundidade e o local demarcado na face externa do tubo.

Foram feitas simulac¢Ges de duas laminas de irrigacdo, 3 e 5 mm, com calda de 10 L de
DADS para 1.000 L de &gua. Apenas agua foi aplicada nas testemunhas. Os tubos foram
mantidos em BOD por 40 dias a 17 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Depois deste periodo, as
bolsas foram retiradas e os esclerodios em foram avaliados com auxilio de microscépio
trinocular com objetivas invertidas. Os esclerddios foram classificados em chochos (vazios,
com casca rompida e sem micélio no interior), intactos (sem emissdo de tubo germinativo e
casca sem fissuras), germinando (hifas saindo de um Unico ponto da casca) e germinacgdo ativa
(tubo germinativo e micélio aparente em mais de um ponto da casca).

Os experimentos foram realizados duas vezes. Os dados obtidos foram submetidos a

testes de normalidade de variancias e homocedasticidade dos erros, seguidos de anélise de
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variancia (p < 0,05) e teste de Tukey (p < 0,05), com uso do pacote estatistico Assistat 7.7

(Silva, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os quatro extratos induziram a germinacdo dos esclerddios, tanto a 17 °C
quanto a 27 °C (Figura 1). Este resultado demonstra que esclerddios de S. cepivorum, 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. Levando em consideracdo que 0s
esclerédios mantidos a 27 °C foram formados a partir de cultura pura e armazenados em
temperaturas abaixo de 20 °C, acredita-se que eles ja teriam iniciado o processo de
germinacdo antes de serem plagueados e, por isso, ao serem replagueados em meio
enriquecido com os extratos, mantiveram o seu desenvolvimento micelial, culminando com a
formacdo de novos esclerédios. Maior namero de esclerddios foram formados em meio com
extrato etanolico de alho, quando o fungo foi incubado a 17 °C, que esta dentro da faixa 6tima

de crescimento.

Formacéo de escleradios a partir de extrato de alho
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Figura 1. Numero de esclerddios de Sclerotium cepivorum formados a 17 °C e 27 °C apdés
cultivo em agar-agar enriquecido com extrato etandlico de alho (20%, m:v), extrato aquoso de
alho (20%, m:v) produzido em laboratério (Extr. aquoso 1) ou em fazenda comercial (Extr.
Aquoso 2); extrato residuario (Rejeito de fabrica de tempero de alho). Médias seguidas pela
mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Os esclerodios secundarios, provenientes das culturas induzidas a germinagéo,
estavam viaveis, independentemente do tipo de extrato incorporado ao meio de cultura, com

germinacdo média de 75% dos esclerddios incubados a 17 °C e 50% dos incubados a 27 °C. A
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dos indculos. Mais estudos relacionados a formacao e a viabilidade de esclerédios secundarios
devem ser realizados, para que se entenda se essa producdo ocorre apenas em funcdo das
reservas contidas no esclerodio primario e se essa producdo € um fator significativo para
reposicdo de populagdes de esclerodios no solo quando estes séo estimulados por indutores de
germinagdo por mais de um ciclo de estimulo.

A aplicacdo de DADS estimulou a germinacdo dos esclerédios em todas as
profundidades, sendo mais eficiente a 10 cm e menos eficiente a 30 cm (Tabela 1). Sem a
aplicacdo de DADS, a germinacdo variou de 24 a 28%. Em condigdes de solo umido, os
compostos volateis estimulantes da germinagdo atingiram os esclerddios até a profundidade
de 30 cm (Crowe & Hall, 1980). A eficiéncia do DADS na inducdo da germinacdo depende
da profundidade e também da densidade de in6culo (Hovius & McDonald, 2002). Em solos
altamente infestados, outras medidas devem ser adotadas antes da utilizagdo do DADS,

visando a reducédo do inéculo.

Tabela 1. Porcentagem de esclerddios de Sclerotium cepivorum germinados em tubos de
PVC em diferentes profundidades de avaliacdo com e sem aplicacdo de dialil dissulfeto apds
40 dias de incubacao.

Tipo de Profundidade dos esclerddios no perfil do solo (cm)
Aplicacéo 10 20 30
Com DADS 90 aA® 69 aB 35 aC
Sem DADS 28 bA 28 bA 24 bA

(UMédias seguidas por letras maitsculas na linha e letras minGsculas na coluna néo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

Esclerodios germinam na presenga de extratos aquosos e etanolicos de alho (20% m:v)
e de efluente de agroindustria de alho em temperaturas de 17 e 20°C. A aplicagdo de DADS
estimula a germinacdo de esclerddios de Sclerotium cepivorum a 10, 20 e 30 cm de

profundidade, especialmente nos esclerddios localizados mais préximos da superficie do solo.
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