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RESUMO

A cultura do alho destaca-se entre as hortalicas, sendo cultivada no Brasil ¢ em outros
paises. Uma ampla quantidade de fungos fitopatogénicos sdo considerados limitantes na
produgdo da cultura, destacando-se a podriddo-branca, cujo agente causal é o fungo
Sclerotium cepivorum. Este trabalho teve como objetivo avaliar concentragdes crescentes do
biofertilizante Stubble-Aid, comparando-o com fungicida fluazinan na inibicdo do
crescimento micelial in vitro do patdégeno. O ensaio foi conduzido no Laboratorio de
Micologia e Protecdo de Plantas - LAMIP pertencente a Universidade Federal de Uberlandia.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 7 tratamentos e 5
repeti¢oes. Os tratamentos foram: Testemunha; Fluazinan (10 ppm); Stubble-Aid (1000 ppm);
Stubble-Aid (2000 ppm); Stubble-Aid (3000 ppm); Stubble-Aid (4000 ppm); Stubble-Aid
(5000 ppm). As avaliagdes foram iniciadas 48 horas apos a incubacao com medi¢des diarias
(cm) até o 5° dia. As varidveis analisadas foram: inibicao do crescimento micelial do fungo e
AACPCM (area abaixo da curva do progresso do crescimento micelial). Realizou-se a anélise
de variancia e se aplicou o teste de tukey a 5% de probabilidade para comparagdo entre as
médias. Os tratamentos que inibiram completamente o crescimento micelial do fungo foram

fluazinan (10 ppm) e Stubble-Aid na concentragdao de 5000 ppm.
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1 INTRODUCAO

O alho ¢ a quarta hortalica em importancia econdmica no Brasil e uma das mais
importantes socialmente, por ser cultivada, predominantemente, por pequenos produtores
(MAROUELLI et al., 2002).

No Brasil, a podridao-branca do alho, causada por Sclerotium cepivorum, é de
ocorréncia generalizada nos Estados de Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais. Neste
ultimo, principalmente, em alguns municipios da Regido Sul, t€m ocorrido perdas de até
100% da cultura, face as altas infestagdes do solo por esclerédios. Em muitos casos tem
levado ao abandono das areas de plantio (KIMATI, 1980; JACCOUD et al., 1985).

O alho (Allium sativum) é uma cultura de inverno no centro-oeste de Minas Gerais
com grande importancia socio-econdmica. Entretanto, o monocultivo associado a utilizagao
de sementes de baixa qualidade permitiram que as areas de plantio de alho fossem
contaminadas por Sclerotium cepivorum, agente causal da podriddo branca (DIAS et al.
2004). Esta doenca tem sido encontrada em paises da Europa, Oceania, Africa e América
ocasionando perdas consideraveis nos cultivos de alho (VILLAR et al. 1990).

Sao citados como associados aos bulbilhos os fungos Alternaria porri, Puccinia allii,
Fusarium spp., Sclerotium cepivorum, Peronospora destructor, Pyrenochaeta terrestris,
Stemphylium botryosum, Penicillium spp., Aspergillus niger e Sclerotium rolfsii. As bactérias
Erwinia carotovora ¢ Pseudomonas aliicola, o nematdide Ditylenchus dipsaci € o virus do
mosaico do alho sdao outros patogenos relacionados como associados aos bulbilhos
(SINIGAGLIA; RAMOS, 1983; KIMATI, 1980).

Esta doenga pode afetar as plantas em qualquer estddio de desenvolvimento e se
intensifica conforme o desenvolvimento do sistema radicular. Os sintomas usualmente sao
notados aos 60 dias depois do plantio e diferem de acordo com o estado de desenvolvimento
da planta e a duragdo das condigdes favoraveis no solo, principalmente a temperatura.
(CROWE, 1995).

O principal propagulo do fungo sdo os esclerodios que podem permanecer no solo por
mais de 20 anos, mesmo na auséncia de plantas hospedeiras (COLEY-SMITH et al., 1990). A
populagdo de esclerddios necessarios para provocar elevada incidéncia de podridao-branca ¢
normalmente pequena. No Brasil, trabalhando em areas com populagdes de 0,01 a 3,1
esclerddios por grama de solo seco, verificaram que a propor¢do cumulativa de incidéncia da

doencga aproximou-se de 1,0 no final do ciclo da cultura (RESENDE; ZAMBOLIM, 1987).



O combate deste tipo de doenca ¢ dificil e as estratégias utilizadas atualmente sao
pouco efetivas (COLEY-SMITH,1990). A possibilidade do controle bioldgico para o manejo
da podridao branca tem sido investigada desde 1969 por Ghaffar (citado por KAY e
STUWART, 1994) e estdo sendo identificados tanto fungos como bactérias com potencial de
controle.

O presente trabalho objetivou avaliar diferentes concentragdes do biofertilizante
Stubble-Aid comparando-o com fungicida fluazinan na inibi¢do do crescimento micelial in

vitro de Sclerotium cepivorum.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia do fungo Sclerotium cepivorum

Sclerotium cepivorum € um patogeno especifico do género Allium; entre as principais
espécies que sdo infectadas se encontram a cebola (Allium cepa L.) e o alho (Allium sativum
L) (CHUPP; SHERF, 1960; WALKER, 1969; GALLI et al., 1980).

Sclerotium cepivorum ¢ um fungo imperfeito pertencente a ordem Mycelia Sterilia
(GALLI et al., 1980), descrito na Inglaterra por Berkeley em 1841 (ROMERO, 1993). Onde a
maioria das literaturas indica que ndo ha fase teliomorfica conhecida. Segundo Weber (1973),
o fungo Stromatinia cepivorum ¢é encontrado no estado de ascospora.. Se reproduz através da
produgdo de grande quantidade de pequenos esclerdédios que funcionam como propagulos e
inoculo (CROWE, 1995).

Os esclerodios sdo massas compactas de hifas que podem ou ndo conter tecido do
hospedeiro, apresentam uma cobertura escura e capaz de sobreviver abaixo de condi¢des
desfavoraveis (AGRIOS, 1996).

Os esclerddios representam o indculo primario para o desenvolvimento dessa doenga,
estes podem permanecer viaveis de 10 a 20 anos em condi¢des de campo e sem necessidade
de hospedeiro. De acordo com Coley Smith (1979) e Coley Smith et al. (1990) a porcentagem
de sobrevivéncia se mantém acima de 92% e a viabilidade pode chegar em 96% entre os 5 e
10 anos quando enterrados, se o periodo de enterrio aumenta de 15 a 20 anos as porcentagens
de viabilidade oscilam entre 72 e 96% dependendo da profundidade.

Uma vez que o esclerddio germina, penetra nas raizes por meio de um apressorio,
depois cresce intra e intercelularmente entre as células parenquimaticas, o tecido cortical se
desintegra e logo o tecido vascular ¢ invadido e destruido (METCALF; WILSON, 1999).

De acordo com Crowe (1995), o micélio se propaga planta a planta pelo contato das
raizes infectadas com as sadias, que se encontram a uma distancia de 1 a 2 cm. Alguns poucos
esclerédios podem ser formados nas raizes, no entanto, a maioria é formada na base do bulbo
uma vez que o fungo consegue invadir e desenvolver nessa regiao.

Apesar dos esclerddios serem unidades distintas e de mesmo formato, a quantificacao
destes no solo ndo ¢ facil. Isto porque a populacdo de Sclerotium cepivorum no solo ¢
relativamente baixa e, ao cultiva-lo em meio de cultura artificial, seu crescimento é muitas

vezes inibido por organismos saprofitos (SCOTT, 1956; COLEY-SMITH, 1990).
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Massola Jr. et al. (2005), relatam que embora possa ocorrer & morte das plantulas e
perdas durante o armazenamento, o sintoma da doenca manifesta-se principalmente no
campo, onde ¢ observada geralmente em reboleiras, com plantas subdesenvolvidas, mostrando
amarelecimento e morte de folhas mais velhas, seguidos por murcha e apodrecimento dos
bulbos. Na planta doente observa-se junto ao solo e sobre os bulbos, sob condi¢cdes de alta
umidade, crescimento micelial esbranquicado (podriddo-branca). As raizes também sofrem
apodrecimento e as plantas sdo facilmente arrancadas do solo.

Temperaturas do solo entre 10 e 20 °C favorecem a infecc¢ao e rapido desenvolvimento
da doenca, que ¢ mais severa em baixadas imidas ¢ em locais com excesso de irrigagao

(MASSOLA Jr., 2005)

2.2 Controle da Podridao-Branca

As primeiras tentativas para o controle da podridao branca datam aproximadamente no
ano de 1920, em primeira instdncia experimentou-se praticas de controle cultural como
rotagdo de cultura e exclusdo de material contaminado; porém conforme a infestacdo fazia-se
mas intensa ¢ amplamente distribuida, essas medidas foram cada vez menos eficazes,
iniciando-se assim o uso de fungicidas quimicos (LOCKE, 1968).

A rotagdo de culturas, o emprego de variedades resistentes ou fungicidas sdo os
principais métodos de controle de patdégeno do sistema radicular (COLEY-SMITH, 1990). No
caso da podridao-branca, a capacidade de sobrevivéncia dos esclerodios, praticamente
inviabiliza a rotacdo de culturas como método de controle. Por outro lado, variedades de alho
resistentes a esta doenga, até o momento, ndo sdo conhecidas. O controle quimico tem sido
muito questionado, pois além de agredir o meio ambiente, os fungicidas mais recomendados
tém apresentado perda gradativa de eficiéncia, provavelmente pelo desenvolvimento de
isolados resistentes ou degradacao pela microflora do solo (CROWE et al., 1980; UTKHEDE;
RAHE, 1983; RESENDE; ZAMBOLIM, 1986; COLEY-SMITH, 1990).

O modo mais racional de controlar esta doenga envolve a escolha de locais para
plantio que ndo estejam infectados e de épocas e locais menos favoraveis ao desenvolvimento
da doenga. Rotacdo de culturas e uso de cultivares resistentes sdo pouco viaveis, devido as
caracteristicas da doenga e ao fato de ndo se conhecer nenhuma espécie de Allium resistente

(MASSOLA Jr. et al., 2005).
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Alguns fungicidas tém sido utilizados no controle da doenga, como as dicarboximidas,
iprodione, vinclozolin e procymidone, que se mostraram eficientes no tratamento de bulbos e
bulbilhos antes do plantio. Outros fungicidas, como difeconazole, tebuconazole e fluazinan,
eficientes no controle de outros patégenos formadores de esclerodios, mostram-se
promissores para o controle de Sclerotium cepivorum (MASSOLA Jr. et al., 2005).

O controle bioldgico, para esse tipo de doenga, esta direcionado a diminuir a
densidade de in6culo mediante a antagonistas que destruam os esclerédios e em alguns casos
que evitem sua formagao (COOK, 1979).

De acordo com Utkhede ¢ Rahe (1983), estudou-se 4 isolados da bactéria Bacillus
subtilis como agente de controle biologico e demonstraram que este apresenta um alto grau de
estabilidade na formacdo da zona de inibi¢cdo in vitro, o que indica que a bactéria ¢ um

antagonista potencial.

2.3 Controle de doencas de plantas com Biofertilizantes

Os biofertilizantes apresentam potencial para o controle de doencas de plantas e
podem agir através de: antibiose (pela presenca de antibidticos em sua composicao);
competicdo (presenca da comunidade microbiana); indugdo de resisténcia (tanto microbiana
como pelos compostos quimicos presentes) e agdo direta ou indireta do fornecimento de
nutrientes as plantas (BETTIOL et al., 1998).

Uma das principais caracteristicas do biofertilizante ¢ a presenca de organismos
responsdveis pela decomposicdo de matéria organica, producdo de gas e liberacdo de
metabolitos, entre eles, antibioticos ¢ hormonios (BETTIOL et al., 1998). De acordo com
Castro et al. (1992) foram isolados de um biofertilizante véarias leveduras e bactérias,
destacando-se Bacillus spp., um reconhecido produtor de antibioticos. Assim, quanto mais
ativa e mais diversificada a matéria-prima, maior ¢ a possibilidade de liberagdo de diferentes
substancias organicas.

Para o controle de doengas de plantas, ¢ importante a presenga dos metabdlitos
produzidos pelos organismos presentes no biofertilizante e os proprios organismos vivos

(BETTIOL et al., 1998).
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2.4 Biofertilizante Stubble-Aid

E um produto a base de enzimas responséaveis pela quebra das cadeias de moléculas
complexas como a celulose, hemicelulose auxiliando o ataque dos microorganismos e
promovendo uma mineralizacdo mais rapida da matéria organica, produgdo de vitaminas,
aminoéacidos, 4cidos organicos, compostos fendlicos e promotores de crescimento. E um
produto composto de enzimas (Celulase, Xylanase ¢ Hemicelulase) e minerais (Cobre-2,5%,
Ferro-2%, Manganés-1% e Zinco-4%) (IMPROCROP, 2007).

A utilizagdo de substancias provenientes de fermentacao e microorganismos benéficos
presentes em Stubble-Aid e Compost-Aid® tém como objetivo criar condi¢des de competicao
por espago entre microorganismos benéficos e patogénicos como Rhizoctonia, Fusarium e
Erwinia, o que tem se mostrado muito eficiente em diferentes condi¢des. Desenvolveu-se uma
modalidade de uso para as condigdes brasileiras, que ¢ uma aplicagdo direta no sulco ou via
irrigacao (pivo central ou gotejo) resultando na reducao do ataque de fungos do solo, com
destaque para menor incidéncia de Rhizoctonia nas culturas de batata e tomate
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DA BATATA - ABBA, 2007).

Uma outra situacdo com resultados positivos é a menor incidéncia de Erwinia
carotovora no cultivo do tomate (“talo oco”) e batata (“canela preta”) como resultado desse
tratamento biolodgico que promove uma competicdo entre 0s microorganismos € vai resultar
na supressdo do ataque da doenca (ABBA, 2007).

A “canela-preta” (Erwinia carotovora) ¢ um dos maiores problemas dos bataticultores,
principalmente no periodo de verdo, causando perdas de até 50%. Num contexto onde o
controle quimico eleva expressivamente os custos de producdo e muitas vezes ndo atinge o
nivel de controle esperado, o controle bioldgico ¢ visto como alternativa promissora, atendo-
se ao manejo preventivo das doengas da batata. Tem-se observado que a aplicacdo alternada
de Stubble-Aid (1,5 L.ha™) + Agro-Mos® (1,5 L.ha™) a partir dos 40 dias apds emergéncia,
traz resultados surpreendentes no manejo de doengas da batata em diversas regides brasileiras,
ganhando-se em produtividade e na redu¢do de custos (ABBA, 2007).

Em relagdo a cultura do alho e a podriddo branca causada por Sclerotium cepivorum
nao existem informacdes sobre o uso e o desempenho do biofertilizante Stubble-Aid. Urge,

portanto, estudar o produto nas condi¢des e/ou patdgenos da cultura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacao do ensaio

O experimento foi conduzido, no Laboratorio de Micologia e Prote¢ao de Plantas -
LAMIP da Universidade Federal de Uberlandia. O isolado do fungo utilizado foi obtido de
plantas de alho pertencente & Micoteca do LAMIP — UFU.

3.2 Preparacao das placas

O isolado foi multiplicado a partir de esclerédios em placas de Petri contendo o meio
batata-dextrose-agar (BDA). Discos de 0,6 cm de didmetro de colonias puras cultivadas em
BDA a temperatura de 22 a 25°C por 15 dias foram transferidos para placas de Petri com
BDA + a concentragdo do produto testado.

O fungicida foi diluido em 4gua destilada e esterilizada em uma concentracdo de 10
ppm do produto comercial e incorporado ao meio BDA. O biofertilizante Stubble-Aid foi
incorporado diretamente ao meio BDA nas concentragdes de 1000, 2000, 3000, 4000 e 5000
ppm. Posteriormente a esse procedimento o meio BDA, que estava armazenado em um
Erlenmeyer, de cada tratamento foi vertido na dose de 20 mL/placa de Petri, de maneira

uniforme em cinco repetigoes.

3.3 Delineamento experimental e Produtos utilizados

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com 7
tratamentos e 5 repetigdes. Os tratamentos foram compostos por um fungicida quimico
(Fluazinan), o biofertilizante (Stubble- Aid) em doses crescentes de 1000 a 5000 ppm e uma
Testemunha contendo apenas meio BDA. A Tabela 1 demonstra os tratamentos e as

concentragdes dos produtos utilizadas.



14

Tabelal. Descrigao dos tratamentos com suas respectivas concentracdes. UFU, Uberlandia,

2007.
Tratamentos Conc.efltragﬁo

Utilizada

1 - Testemunha -

2 - Fluazinan 10 ppm

3 - Stubble-Aid 1000 ppm

4 - Stubble-Aid 2000 ppm

5 - Stubble-Aid 3000 ppm

6 - Stubble-Aid 4000 ppm

7 - Stubble-Aid 5000 ppm

3.4 Locacao das placas e avaliacoes

As placas foram colocadas em camara de incubagdo com temperatura entre 22 a 25°C
e fotoperiodo de 12 horas.

As avalia¢des foram realizadas diariamente as 16 horas até que o desenvolvimento
micelial do fungo Sclerotium cepivorum da Testemunha colonizasse todo perimetro interno
das placas de Petri de cada repeticdo. As avaliagdes consistiram em medi¢des do didmetro das
colonias (média de duas medidas diametralmente opostas) iniciadas apds 48 horas de
incubacao, perdurando até o 5° dia (120 horas) ap6s a introdugdo do fungo (discos de 0,6 cm)

no meio de cultura, no centro de cada placa.

3.5 Analise estatistica

A evolucdo do crescimento micelial do fungo foi estimada através da é4rea abaixo da
curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM), que foi calculada a partir da curva
de progresso do crescimento do patdgeno obtidos em cada avaliagdo. Utilizou-se a formula de

Shaner e Finley (1977):
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AACPD = X"y [(Y;+Y,, )2 x (T,,, - T)], onde:

i+1

Yi = Propor¢ao da doenga na i-ésima observagao;

Ti = tempo (dias) na i-ésima observagao e;

N = numero total de observagoes.

O software AVACPD da UFV (Universidade Federal de Vicosa) foi utilizado para
obtencao dos dados de AACPCM. Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente
através da andlise de varidncia, ao nivel de 5% de significancia, pelo teste de F. As

comparagdes das médias foram feitas pelo teste de Tukey, utilizando o software Sisvar,

desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras (FERREIRA, 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inibicao do crescimento micelial

De acordo com a analise de variancia da inibigdo do crescimento micelial houve

diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de F, a 5% de significancia (Tabela 2).

Tabela 2. Analise de variancia da inibi¢ao do crescimento micelial. UFU, Uberlandia, 2007.

= GRAU DE 2
FONTES DE VARIACAO LIBERDADE QUADRADO MEDIO
Tratamentos 6 1,7633%*
Repetigdes 4 0,0133
Residuo 24 0,0184
Coeficiente de variancia (%) 19,98

" Significativo pelo Teste de F a 5 % de significancia.

Dentre os sete tratamentos realizados para a avaliagdo da inibicdo do crescimento
micelial de Sclerotium cepivorum, os que apresentaram melhores resultados foram: Fluazinan
(10 ppm) e Stubble-Aid (5000 ppm), os quais promoveram controle de 100% do crescimento
micelial do fungo (Figura 1).

Os tratamentos com Stubble-Aid (1000 e 2000 ppm) obtiveram melhores resultados do
que a testemunha, porém, os tratamentos onde se utilizou Stubble-Aid nas concentracdes de
3000 e 4000 ppm a inibi¢ao micelial foi superior aos tratamentos com as concentragdes 1000
e 2000 ppm.

Conforme a Figura 1, fluazinan e Stubble-Aid (5000 ppm) manifestaram-se como os

melhores tratamentos, demonstrando inibi¢ao do crescimento micelial do fungo.

100

% de controle
o N
2 <

Figura 1. % de controle do crescimento micelial do fungo Sclerotium cepivorum
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De acordo com a Figura 2, nota-se que o ajuste da equagao de regressao ficou com o
R? de 85 %. Stubble-Aid (5000 ppm) comparando com as demais doses do produto utilizadas
manifestou-se como o melhore tratamento, demonstrando total inibicdo do crescimento

micelial do fungo nesta concentragao.

120 4

100 - §=11,75+0,0163x; R* = 0,8496 .
S 80
£ *
] LT
S 60 et ¢
O 40 A et 'S

*
20
0 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Concentracao (ppm)

Figura 2. Relagdo entre concentracdo crescente de Stubble — Aid e inibi¢ao do crescimento
micelial de Sclerotium cepivorum.
4.2 Dados da Area Abaixo da Curva de Progresso do Crescimento Micelial (AACPCM)

Por meio das anédlises de variancia, verificou — se que houve influéncia significativa

pelo teste de F a 5% (Tabela 3).

Tabela 3. Analise de varidncia para area abaixo da curva do progresso do crescimento
micelial, para o fungo Sclerotium cepivorum (AACPD), UFU, Uberlandia, 2007.

= GRAU DE 2
FONTES DE VARIACAO LIBERDADE QUADRADO MEDIO
Tratamentos 6 19195511,98 *
Blocos 4 171267,61
Residuo 24 188454,65
Coeficiente de variancia (%) 21,17

" Significativo pelo Teste de F a 5 % de significancia.

A maior média de AACPCM foi observada na Testemunha (Tratamento 1) ndo

havendo nenhuma inibi¢gdo do crescimento micelial do fungo Sclerotium cepivorum. Nos

tratamentos onde se utilizou o biofertilizante Stubble-Aid nas concentragdes 1000, 2000, 3000
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e 4000 ppm a média de AACPCM declinou-se de acordo com o aumento das doses. Estes
resultados demonstram o potencial de inibi¢do do crescimento micelial do fungo pelo
biofertilizante.

Os tratamentos com Stubble-Aid na concentragdo de 5000 ppm e o fungicida fluazinan
obtiveram os melhores resultados, inibindo completamente o crescimento micelial do fungo,

obtendo assim valores médios de AACPCM iguais zero (Tabela 4).

Tabela 4. Médias da Area Abaixo da Curva de Progresso do Crescimento Micelial
(AACPCM), para o fungo Sclerotium cepivorum, UFU, Uberlandia, 2007.

Tratamentos Concentracio Médias
Utilizada AACPD
1 - Testemunha - 5459.,2 a
2 -Fluazinan 10 ppm 0d
3 - Stubble-Aid 1000 ppm 3258,2b
4 - Stubble-Aid 2000 ppm 2820,6 b
5 - Stubble-Aid 3000 ppm 11514 ¢
6 - Stubble-Aid 4000 ppm 1668,0 ¢

7 - Stubble-Aid 5000 ppm 0d
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5 CONCLUSOES

Os tratamentos utilizando o fungicida fluazinan e o biofertilizante Stubble-Aid na
concentragdo de 5000 ppm, inibiram completamente o crescimento micelial do fungo
Sclerotium cepivorum.

O biofertilizante Stubble-Aid utilizado nas concentragdes de 1000, 2000, 3000 e 4000

ppm, reduziram parcialmente o crescimento micelial do fungo Sclerotium cepivorum.
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