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RESUMO GERAL

O fungo Sclerotinia sclerotiorum é um importante patégeno devido ao
dano que causa a diversas plantas, entre elas, culturas de interesse comercial. E
considerado um organismo necrotréfico com grande permanéncia no ambiente
em que se instala, devido a formacdo de estruturas de resisténcia, conhecida
como esclerddio. A forma de dispersdo mais eficiente do fungo recebe o nome
de germinacdo carpogénica, na qual ha a producéo de apotécios que abrigam 0s
esporos do fungo, chamados de ascdsporos. Medidas de controle tém sido
aplicadas de maneira integrada para conter o avanco do patdgeno, porém, ha
aspectos que a literatura ndo elucida, como o tipo de espécie vegetal presente no
campo infestado. Desse modo, o presente trabalho foi realizado com o objetivo
de esclarecer quais os efeitos promovidos pelas plantas de cobertura Crotalaria
juncea, Brachiaria rhuziziensis, Panicum maximum cv. Mombaca, Pennisetum
glaucum, Cajanus cajan e Stylosanthes sp. Neste trabalho, foram avaliados a
interferéncia direta, o efeito dos extratos e dos exsudatos radiculares dessas
plantas sobre diversas fases do ciclo de vida do patégeno e, ainda, o
comportamento dos esclerodios em diferentes substratos. Como resultado, os
extratos das plantas se comportaram de maneira diferente quanto ao crescimento
micelial, & germinagdo micelial e carpogénica dos esclerddios e & germinacdo de
ascosporos, neste Gltimo caso, quando uma populacdo microbiana estava
presente. Os exsudatos radiculares das plantas diferiram estatisticamente apenas
nas concentracOes de 1 e 10% para o crescimento micelial. Quanto & germinagéo
carpogénica, os exsudatos radiculares diferiram estatisticamente apenas para o
nimero de apotécios germinados apds 52 dias. Para a germinacdo dos
ascasporos, os exsudatos das plantas estilosantes e feijao tiveram efeito indireto,
impedindo a germinacdo quando uma populacdo microbiana estava presente. A
inducdo da germinagdo carpogénica obteve valores estatisticos iguais para o
ambiente com &gar-agua e mistura solo e areia.

Palavras-chave: Manejo cultural. Sclerotinia sclerotiorum. Plantas de cobertura.



GENERAL ABSTRACT

The fungus Sclerotinia sclerotiorum is an important pathogen due to
damage in several plants, among them economically important crops. It is
considered a necrotrophic organism with great stay in the environment in which
it installs due the formation resistance structures, known as sclerotia. The most
efficient way of spreading the fungus is called carpogenic germination, in which
there is the production of apothecia that harbor the spores call of ascospores.
Control measures have been implemented in an integrated way to contain the
spread of the pathogen, but there are aspects of that literature does not elucidate,
as the type of plant species present in the infested field. Thus, the present study
was aimed to clarify which effects caused by the cover plants Crotalaria juncea,
Brachiaria rhuziziensis, Panicum maximum cv. Mombasa, Pennisetum glaucum,
Cajanus cajan and Stylosanthes sp . This study evaluated the direct interference,
the effect of extracts and root exudates of these plants on various phases of the
life cycle of the pathogen, and yet the behavior of sclerotia in different
substrates. As a result, the plant extracts behaved differently mycelial growth,
mycelial and carpogenic germination of sclerotia and ascospore germination in
the latter case, when a microbial population was present. The root exudates of
plants differed significantly only at concentrations of 1 and 10% for mycelial
growth. As for the carpogenic germination exudates differed significantly only
for the number of apothecia germinated after 52 days. For germination of
ascospores the exudates of Cajanus cajan and Stylosanthes sp. had indirect
effect by preventing the germination when a microbial population was present.
The induction of carpogenic germination obtained statistical values for the
subtrate with agar-water, soil and sand mixture.

Keywords: Management culture. Sclerotinia sclerotiorum. Cover crops.
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CAPITULO 1

Introducéo geral

1 INTRODUGAO

Sclerotinia sclerotiorum foi descrito, pela primeira vez, por Bary, em
1884 (PURDY, 1979) e esta incluido na Familia Sclerotiniaceae, da Ordem
Helotiales, Filo Ascomycota, Reino Fungi (AGRIQOS, 2005).

O fungo é patogénico a 48 familias, 278 géneros e 408 espécies de
plantas (BOLAND; RALL, 1994), entre as quais, espécies economicamente
importantes, como soja, feijao, batata, tomate, ervilha, alface, chicoria, repolho,
couve-flor, cenoura e outras (PAVAN; KRAUSE-SAKATE; KUROZAWA,
2005). Além do mais, plantas daninhas também foram citadas como hospedeiras
do patégeno por Homechin (1982), tais como amendoim-bravo (Euphorbia
heterophylla L.), picdo-preto (Bidens pilosa L.), caruru (Amaranthus deflecus
L.), erva-quente (Borreria alata Aubl.), guanxuma (Sida rhombifolia L.), corda-
de-viola (Ipomoea nil L. Roth), maria-mole (Senecio brasiliensis Less.) e
fazendeiro (Galinsoga parviflora Cav.).

As éareas agricolas com incidéncia do patégeno tém aumentado
significativamente, sendo a producéo agricola extremamente afetada em alguns
casos. Segundo relatos da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria -
EMBRAPA (2007), as perdas no rendimento atingem, em média, 50% e podem
atingir niveis mais elevados em alguns casos. Ricardo, Wander e Lobo Janior
(2008) estimaram o dano econdémico causado por essa doenga em 36 milhdes de
reais na terceira safra de feijao, em 2007, no estado de Goias.

Em pesquisas tem sido relatado que esse patdgeno apresenta uma fase de
seu ciclo de vida no solo (CAFE FILHO, 1985), o que tem dificultado o seu
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controle em diversas culturas, em razdo de o fungo apresentar a capacidade de
formar estruturas de resisténcia conhecidas como esclerodios (COLEY-SMITH;
COOKE, 1971).

Em vérios trabalhos foi demonstrado que pode haver esclerédios
remanescentes, mesmo utilizando varias taticas de controle, que seriam
suficientes para originar o processo doenca (HUANG et al., 2000; MUELLER,;
HARTMAN; PEDERSEN, 1999).

O uso do manejo integrado de doencas consiste na associacdo de varias
ferramentas de controle, que pode auxiliar na reducdo da populacdo de
Sclerotinia sclerotiorum no solo (BENNETT; LEIFERT; WHIPPS, 2003).

Ao considerar o elevado custo e a baixa eficiéncia no controle desse
patégeno, 0 manejo quimico ndo tem sido recomendado como a Unica forma de
controle (PAULA JUNIOR: VIEIRA; ZAMBOLIM, 2004). O uso de praticas
fitotécnicas, como semeadura menos adensada, rotacao de culturas e, sobretudo,
uso de plantas de cobertura, que possam promover efeito supressor na populacéo
de doengas, pode auxiliar no manejo integrado.

As plantas de cobertura promovem a cobertura do solo, bem como a
liberagdo de compostos antagonistas a determinados grupos de microrganismos
patogénicos no solo (ASMUS et al., 2005). A acdo de compostos organicos na
reducdo de doencas causadas por patdgenos de solo é conhecida e varios adubos
verdes, residuos culturais e outros residuos organicos sdo utilizados na busca
desse efeito (HOITINK; MADDEN; BOEHM, 1996). Esses residuos sdo
convertidos em compostos organicos via mineralizacdo bioldgica e, além de seu
efeito benéfico nas caracteristicas fisicas e quimicas do solo, podem induzir
supressividade e atuar no controle de doengas causadas por patégenos de solo
(HOITINK; BOEHM, 1991).

Os esclerddios podem ser disseminados sobre a superficie do solo pelo

vento, por percolacdo de 4gua e durante a colheita. O uso de plantas de cobertura
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que promovam elevada cobertura do solo pode auxiliar na reducdo da
disseminagdo, em razdo do menor arraste de solo e estruturas do patdgeno pelo
vento. Além do mais, o elevado crescimento de raizes dessas espécies contribui
para a formacdo de matéria organica, maior aeracdo e infiltracdo de agua no
solo.

O uso de plantas de coberturas, aliado ao sistema de plantio direto, pode
auxiliar no controle de S. sclerotiorum. Isso se da em razdo de os esclerodios
também serem distribuidos dentro do perfil do solo devido ao seu revolvimento
(SCHWARTZ; STEADMAN, 1978).

Para ampliar as opgOes dos agricultores no manejo da doenca é
necesséario o estudo de novas medidas de controle, entre elas, a utilizacdo de
espécies de plantas de cobertura no processo produtivo e capazes de produzir
metabdlitos antifingicos que atuem na inibicdo do fungo Sclerotinia
sclerotiorum. Desse modo, o0 presente trabalho foi realizado com o objetivo de
esclarecer quais os efeitos promovidos pelas plantas de cobertura Crotalaria
juncea, Brachiaria rhuziziensis, Panicum maximum cv. Mombaga, Pennisetum

glaucum, Cajanus cajan e Stylosanthes sp.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Influéncia das plantas de cobertura na supressdo sobre esclerodios no

solo

O processo de germinacdo dos esclerédios e a formagdo do corpo de
frutificacdo de S. sclerotiorum, conhecido como apotécio, sdo determinantes
para a expressdo da doenca e o processo epidémico. Cada esclerédio pode
germinar carpogenicamente, produzindo de um a varios apotécios que liberam
milhares de ascosporos (KOHN, 1979). O apotécio tem formato de taga, com
coloracdo branca, amarela ou marrom e pode medir até 130 mm de comprimento
(BARDIN; HUANG, 2001). Segundo Schwartz e Steadman (1978), a producéo
de apotécio pode ser influenciada pela profundidade do esclerédio no solo, pela
presenca de cobertura vegetal e de substancias quimicas e pelo tempo de cultivo
do solo.

A supressividade é uma caracteristica desejavel do solo, pois possibilita
o controle de doencas com maior eficiéncia e, por consequéncia, ameniza 0s
danos ambientais, uma vez que nenhuma prética nociva é aplicada. O
reconhecimento dos solos supressivos estimulou uma nova busca por
mecanismos de controle natural de doencas, principalmente quando a resisténcia
do hospedeiro ou o tratamento quimico sdo invidveis (POZZER; CARDOSO,
1990). Os fatores que determinam a supressividade devem ser estudados visando
a utilizacdo dessas informagdes na indugdo da supressividade em solos
conducentes.

InteragcBes complexas entre fatores abioticos e bidticos do solo podem
conduzir a supressividade, motivo pelo qual propriedades do solo, como textura,
tipo de argila, teores de fosforo (P), potassio (K), carbono (C), nitrogénio (N),

aluminio (Al), céalcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na) e matéria organica (MO),
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relacdo carbono/nitrogénio (C/N), condutividade elétrica, ponto hidrogeni6nico
(pH), densidade, biomassa e atividade microbiana, dentre outras, podem ser
utilizadas como indicadoras da supressividade (HORNBY, 1983).

O estudo desses fatores, principalmente os relacionados com o solo, é de
grande relevancia, uma vez que aproximadamente 90% do ciclo de vida de
Sclerotinia spp. ocorre no solo (ADAMS; AYERS, 1979). Chitarra (2007)
ressalta que o fungo pode sobreviver como parasita de outros hospedeiros, de
forma saprofitica em restos culturais ou utilizar a matéria orgénica disponivel no
solo.

Nos solos supressivos, segundo Baker e Cook (1974), a populacdo do
patdégeno ou ndo se estabelece ou se estabelece, mas ndo produz doenga, ou se
estabelece e causa doenca por um determinado periodo, porém, sofre um
declinio com o tempo. A supressividade de um determinado solo é, geralmente,
detectada pela presenca de uma menor populagdo de patdgenos em relagdo a
outro com caracteristicas opostas ou, ainda, pela presenga de uma populagdo
predominante (HORNBY, 1983). A variacdo na incidéncia das doengas é
estudada ha algum tempo, sendo reconhecido o uso de solos supressivos como
mais uma alternativa no manejo de doencas causadas por fungos que sobrevivem
saprofiticamente (SCHNEIDER, 1982).

A presenca de determinadas plantas na area pode promover ou dificultar
a sobrevivéncia do patdgeno. Sabe-se que a palhada densa de Brachiaria sp.
representa uma das principais medidas utilizadas no controle da doenca, por
reduzir a formacéo dos apotécios (OLIVEIRA, 2005). A incidéncia da podriddo
de sclerotinia na alface e a sobrevivéncia dos esclerodios de S. sclerotiorum
foram reduzidas pela adicdo de residuos organicos ao solo (ASIRIFI;
MORGAN; PARBERY, 1994).

As plantas de cobertura sdo excelentes fornecedoras de nutrientes as

culturas sucessoras, gracas ao elevado acimulo dos nutrientes na matéria seca e
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as suas altas taxas de mineralizagdo (BOER et al., 2007; TORRES; PEREIRA;
FABIAN, 2008). Braz et al. (2004) verificaram que o milheto, a braquiaria e o
capim-mombaca tém a capacidade de acumular grande quantidade de nutrientes,
que sdo liberados no solo apds a morte da planta, e a influéncia destes em
relacdo ao desenvolvimento de Sclerotinia sclerotiorum deve ser estudada.

A incorporacdo de matéria organica ao solo via plantas de cobertura
pode melhorar as caracteristicas fisicas e quimicas, aumentar a atividade e a
microbiota, sobretudo aqueles antagonistas a fitopatdgenos (BAPTISTA et al.,
2007; FENILE; SOUZA, 1999). Guini, Schoenmaker e Bettiol (2002) relatam
que a qualidade da matéria organica é fundamental na inducdo da supressividade
do solo a Pythium.

No trabalho de Toledo-Souza et al. (2008), a analise conjunta das safras
mostrou interagdes significativas entre safras, sistemas de plantio e culturas
prévias sobre a populacdo de Fusarium spp. De modo geral, foram encontradas
maiores populacdes sob o sistema plantio direto, com excecéo do cultivo pré-
safra com B. brizantha, nas safras 2003 e 2005, em que a populacdo foi maior no
plantio convencional. Segundo Costa e Rava (2003), h& reducdo da fonte de
indculo de alguns patdgenos de solo e tendéncia de obtengdo de maiores
rendimentos de feijdo, quando as braquiarias sdo utilizadas como fonte de
cobertura morta no plantio direto. A sucessdo ou a rotacdo com Brachiaria sp. é
uma boa alternativa para se viabilizar a continuidade deste sistema em areas
afetadas por patdgenos de solo, uma vez que os resultados mostraram tendéncia
de menor nimero de propagulos com uso desta pratica.

Costa e Rava (2003) observaram, no sistema plantio direto, que, ao
longo das safras, aumentos sucessivos ocorreram na populacdo de Fusarium,
com o cultivo de Crotalaria spectabilis, Cajanus cajan e Pennisetum glaucum
para fornecimento de palha. No plantio convencional, aumentos no inéculo

ocorreram nos cultivos prévios de C. spectabilis e C. cajan. 1sso mostra que
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residuos de leguminosas favoreceram o aumento da populacdo de Fusarium
spp., independentemente do sistema de cultivo. Os mesmos autores relatam,
ainda, que o sistema plantio direto favorece o aumento da populagdo de
Rhizoctonia spp., devido ao aumento da densidade no solo.

Segundo Machado et al. (2004), as caracteristicas fisicas e quimicas do
solo podem influenciar na sobrevivéncia do in6culo de Fusarium oxysporum,
acelerando ou retardando o desenvolvimento da doenca pela alteracdo da
viabilidade do indculo. Para patégenos como Sclerotinia sclerotiorum, que tém
estruturas de resisténcia, a viabilidade do indculo é um pardmetro extremamente
importante, por permitir a sua sobrevivéncia em condigdes adversas. Sendo
assim, praticas que inviabilizam sua sobrevivéncia sdo relevantes para prevenir
prejuizos na lavoura.

Costa e Rava (2003), em areas sob sistema plantio direto contendo
diferentes densidades de in6culo do fungo no solo, demonstraram que a
eficiéncia de controle do mofo-branco com o uso de fungicidas correlacionou-se
positivamente com o nimero de esclerddios presentes no solo. A aragdo de solo
com arado de aiveca, em profundidades variando de 22 a 37 cm, é uma medida
que obteve sucesso com o enterrio de esclerddios, reduzindo em até nove vezes a
densidade de in6culo inicial. No entanto, essa pratica ndo é eficiente, visto que
os esclerodios enterrados voltam a superficie com a preparacdo do solo para a
préxima safra.

Em ensaios realizados por Kluthcouski, Stone e Aidar (2003) foi obtido
sucesso ha supressao de S. sclerotiorum com a utilizacdo da palhada de milheto
e Brachiaria brizantha. Em todos esses estudos, as palhadas foram eficientes em
permitir a reducéo do indculo, fazendo com que aflorassem a superficie do solo
e, por conseguinte, permitindo a redugdo no numero de pulverizacbes com

fungicidas.
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Costa (2003) verificou que a incorporacao de certas palhadas, como a do
arroz e do milho, favoreceu o desenvolvimento de podriddes radiculares do
feijoeiro. A palhada de Brachiaria sp. reduziu a incidéncia dessas doengas em
60% e os restos culturais de milheto ndo influenciaram. Kluthcouski et al. (2003)
relataram que a palhada de soja certamente favorece a proliferecdo de
Sclerotinia sclerotiorum por ser uma boa hospedeira do fungo.

Aidar e Ferreira (1996) conduziram um estudo em &rea com elevada
presenca Sclerotinia sclerotiorum no solo, no qual palhadas de Brachiaria sp.
foram as que melhor contiveram a progressdao da doenca no feijoeiro. A
utilizagéo da palha de aveia e polipropileno preto reduziu a podriddo incitada por
Sclerotinia sclerotiorum, na estacdo de verdo (ROCHA, 2007). Ambrdsio et al.
(2008) trabalharam com mandioca, brdcolis, eucalipto e mamona integrados
com a solarizagdo e os resultados mostraram que essas plantas tém potencial no
controle de fungos de solo (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2,
Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina e Sclerotium rolfsii). Hao,
Subbarao e Koike (2003) verificaram que residuos de brdcolis (Brassica
oleracea var. italica) diminuiram a viabilidade de esclerddios de S. minor no
solo por conterem compostos prejudiciais ao desenvolvimento do fungo, tais
como os glucosinolatos.

A fitomassa de quinoa (Chenopodium quinoa), também conhecida como
chenopoa, reduz a viabilidade de S. sclerotiorum. Algumas cultivares podem
apresentar alta concentracdo de saponinas, sushtancias téxicas que podem atuar
na inativacdo dos esclerddios. Dubey et al. (1983) demonstraram efeito positivo
para a palhada de Chenopodium spp. no controle de Rhizoctonia solani.

O uso de Penissetum glaucum BN2, Crotaléria spectabilis e Cajanus
cajan em sistema plantio direto aumentou a populacdo de Fusarium spp. O
mesmo ocorreu no preparo convencional, quando precedido por Crotalaria

spectabilis, Cajanus cajan e Sytosanthes guianensis, tendo o cultivo prévio da
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ultima espécie relatada apresentado a maior populagdo de Fusarium spp. Os
autores observaram, ainda, comportamento semelhante, em relacdo, as
leguminosas, para Rhizoctonia solani (TOLEDO-SOUZA et al., 2008).

Ferraz et al. (1999) relataram que a germinagdo carpogénica aumentou
em solo com alto teor de matéria organica. No entanto, varios autores relatam
que altos niveis de matéria organica reduzem a incidéncia da doenca ou
germinacdo carpogénica de S. sclerotiorum (ASIRIFI; MORGAN; PARBERY,
1994; MINEEV; DURYINA, 1992; SINGH; SINGH; SHAHI, 1991).

A viabilidade dos esclerédios também foi estudada por Bueno,
Ambrdsio e Souza (2007), que utilizaram o meio neon, desenvolvido por Nasser,
Boland e Sutton (1995), o qual muda da cor azul para a amarela, em funcéo da
producdo de acido oxalico pelo esclerodio vidvel. Os autores constataram que,
mesmo sendo enterrados por até seis meses no campo, ainda permaneceram
viaveis.

Segundo Purdy e Grogan (1954), o crescimento e a formacdo de
esclerodios de Sclerotinia sclerotiorum ocorreram quando 0s macronutrientes
inorgénicos, como fosforo, magnésio e enxofre estavam presentes no meio. A
omissdo de Zn de um meio liquido de glicose e sais (com pH inicial de 4,1-4,3,
em cultura estacionaria) resultou na diminuigdo do peso seco dos esclerddios e
trés dos quatro isolados de Whetzelinia sclerotiorum (Sclerotinia sclerotiorum),
ndo produziram esclerddios sem adi¢do de Zn (VEJA; TOURNEAU, 1974).

Budge e Whipps (1991) relatam que o nimero e o peso fresco total de
esclerodios produzidos por um isolado de Sclerotinia sclerotiorum aumentaram
linearmente com a concentracdo de sacarose. Alexander e Stewart (1994)
relataram que a porcentagem de recuperacdo dos esclerddios foi reduzida
significativamente apds 11 meses em solos de horticultura, e que o nimero de

esclerddios declina rapidamente no solo contido em caixas, apds trés meses.
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Dessa forma, as plantas de cobertura em sistema plantio direto devem
ser estudadas quanto a supressdo de Sclerotinia sclerotiorum para criar

alternativas no manejo da doenga em areas infestadas pelo patdgeno.

2.2 Extratos de plantas de cobertura no desenvolvimento de Sclerotinia

sclerotiorum

Extratos de diferentes plantas tém sido estudados no controle de
fitopatdgenos. Segundo Sonaglio et al. (2003), extratos sdo todos os produtos
obtidos a partir de matéria-prima vegetal que podem ser liberados ao solo, via
decomposicdo pelos microrganismos do solo. Essas substancias podem ser
extraidas por distintas metodologias por meio do emprego de solugdes
extrativas, comumente preparadas em meio aquoso, etanoico, hidroetanoico ou
oleosos, com o objetivo de retirar determinados compostos da planta.

Carneiro et al. (2007) avaliaram o efeito positivo do extrato de sementes
e extratos de folhas de nim no controle do oidio do feijoeiro. Rodrigues et al.
(2006) verificaram que o extrato bruto aquoso de eucalipto (Corymbia
citriodora) reduziu in vitro o crescimento micelial e a producdo de esporos do
fungo Helminthosporium sp. coletado nas fibras do pseudocaule da bananeira.
In vivo, as fibras de bananeira tratadas preventivamente com o extrato aquoso
bruto de eucalipto ndo foram afetadas pelo fungo. Ferracini, Melo e Frigheto
(1990) trabalharam com extratos de ambroésia (Chenopodium ambrosioides L.),
Cimaba cedron P., aruba (Simarouba amara Aubl.), quassia (Quassia spp.),
Pterocaulon balansae e cinamomo (Melia azedarach L.) e verificaram que estes
inibiam, in vitro, os fungos Fusarium solani f. sp. phaseoli, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfisii.

Souza, Araljo e Nascimento (2007) trabalharam com extratos de alho

(Allium sativum L.) e capim-santo (Cymbopogon citratus Stapf.), visando o
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controle de Fusarium proliferatum e observaram que eles reduziram a taxa de
crescimento micelial e a germinagdo dos esporos, bem como a incidéncia em
grdos de milho. Rodrigues et al. (2007) verificaram a eficiéncia do extrato bruto
aquoso de gengibre (Zingiber officinalis) no controle de Sclerotinia sclerotiorum
em alface, em razdo da acdo antimicrobiana, por meio da inibicdo do
crescimento micelial e producdo de esclerddios. Balbi-Pefia et al. (2006)
verificaram que os extratos de Curcuma longa e curcumina apresentaram niveis
de controle semelhante ao oxicloreto de cobre no controle de Alternaria solani,
guando aplicados em plantas de tomateiro.

Marques et al. (2002) observaram que ndo houve efeito fungitéxico do
extrato de pequi (Caryocar brasiliense Camb.) sobre os fungos Botrytis cineria,
Colletotrichum truncatum e Fusarium oxysporum. Ho et al. (2007) avaliaram o
efeito de extratos de diversas plantas medicinais na germinacdo dos esporos de
Alternaria brassicicola, e os resultados mostram a possibilidade de se
desenvolver métodos para o controle das doencas de plantas. Por outro lado,
alguns extratos podem estimular o desenvolvimento do patégeno. Leandro et al.
(2003) verificaram que extratos oriundos de flores de morango podem aumentar
0 nmero de conidios de Colletotrichum acutatum nas folhas.

Segundo Lenné e Brown (1991), bactérias isoladas do filoplano de
Stylosanthes guianensis, particularmente Pseudomona spp. e Bacillus spp.,
inibiram o crescimento micelial em agar e a germinacéo de conidios de isolados
patogénicos e isolados patogénicos fracos de Colletotrichum gloeosporioides.
Os mesmos autores ressaltam, ainda, que a atividade antagonista dessa bactéria
pode ser relacionada com a producdo de antibidtico.

As plantas de estilosantes sdo recobertas por tricomas, ou pelos, que
secretam um fluido viscoso. Esses tricomas s&o reconhecidos como defensores
contra insetos que se alimentam de plantas. Essas plantas apresentam também

papel reconhecido contra carrapatos, principalmente em areas onde o estilosante
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é encontrado (SUTHERST; JONES; SCHNITZERLING, 1982; ZIMMERMAN;
GARRIS; BEAVER, 1984).

Huang (1985) afirma que a germinacdo miceliogénica de esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum estd associada com o grau de melanizagdo da parede
celular da casca. Devido ao desenvolvimento incompleto da casca, pode haver
germinacdo mais rapida com a producdo de micélio. Por outro lado, a completa
formacdo impede a imediata germinacdo de esclerddios na falta de nutrientes
fornecidos exogenamente, o que promove a dorméncia. Esse deposito de
melanina também foi observado por Abdullah, Ali e Suleman (2008), ao
utilizarem  microscopia eletrbnica de transmissdo para estudar o
desenvolvimento do esclerddio, ressaltando, ainda, que essa melanizacdo pode
tornar a destruigdo dos esclerédios mais dificil.

O estudo de novos extratos torna-se importante para a descoberta de
novas formas de controle do patdégeno, bem como obter uma melhor

compreensdo acerca de plantas que podem atuar na supressividade ao patdgeno.

2.3 Exsudatos radiculares de plantas de cobertura na germinacéo micelial e

carpogénica de Sclerotinia sclerotiorum

O sistema radicular, além da funcéo de sustentagdo, absorcdo de agua e
nutrientes, é capaz de liberar substancias denominadas exsudatos radiculares.
Hawes e Brigham (1992) apresentam possiveis mecanismos para melhor
compreender a interacdo entre 0s exsudatos e microrganismos. De acordo com
esses autores, os efeitos ligados a promocdo da colonizagdo podem ser
classificados como diretos e indiretos. Os efeitos diretos sdo: atracdo para a
rizosfera; inducdo de genes envolvidos em associacBGes planta-microrganismo;
supressdo de genes de microrganismos para dorméncia; provisdo de nutrientes

para 0 crescimento dos microrganismos e os efeitos indiretos: aumento da
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disponibilidade de nutrientes para as plantas, mineralizacdo; estimulacdo de
microrganismos mutualistas; suporte estrutural para o crescimento das colénias;
mudancas no ambiente quimico, ponto hidrogeniénico (pH) e inibicdo de
organismos competitivos.

Para a inibicdo da colonizacdo, os efeitos diretos podem ser repulsdo da
rizosfera, supressao de genes microbianos requeridos para a associa¢do planta-
microrganismo, inducdo de genes e de microrganismos para dorméncia e
toxicidade/antibiose. Os efeitos indiretos podem ser imobilizacdo de
microrganismos pela atra¢do por células do bordo, competicdo por nutrientes
entre células do bordo e microrganismos, mudancas estruturais que diminuem a
mobilidade, mudangas no ambiente quimico, quelacdo de minerais e estimulagédo
do crescimento de microrganismos antagonistas.

A superficie da raiz, sobretudo os 20 mm da regido apical, é recoberta
por um material gelatinoso de alto peso molecular, denominado mucilagem. A
mucilagem é secretada, ou liberada passivamente, pelas células da epiderme da
raiz ou pelas células da coifa e é constituida, principalmente, por polissacarideos
e acidos poligalacturénicos (VERMEER; MCCULLY, 1981). As raizes também
liberam grande variedade de compostos organicos sollveis, de baixo peso
molecular. Os principais constituintes dessa fracdo sdo os glucideos, os acidos
organicos, constituidos por aminoécidos e compostos fendlicos. A proporgéo e a
composicdo desses compostos variam consideravelmente em funcéo da espécie
da planta, das condigdes fisiologicas, de impedimentos mecénicos ao
crescimento da raiz e de varios tipos de estresse (JONES; DARRAH, 1993).

Rodrigues et al. (2001) trabalharam com diversos hibridos de sorgo e
verificaram que plantas com menor crescimento radicular produziram maior
guantidade de sorgoleone. Esse composto apresenta efeito inibitério do
crescimento, em raizes e na parte aérea de espécies vegetais cultivadas e

daninhas. Quando um hospedeiro suscetivel esta presente, os exsudatos
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radiculares estimulam a germinacao dos esporos e o micélio do fungo cresce em
direcdo a raiz, seguindo o gradiente de exsudatos radiculares. Campos, Campos
e Coimbra (2006) observaram redugdo da penetragdo e formacdo de fémeas
adultas de Meloidogyne javanica em soja quando o exsudato foi vertido no
substrato de crescimento da plantula suscetivel de soja.

Segundo Nelson (1990), muitos fungos fitopatogénicos sobrevivem no
solo em estado quiescente. Para que as interacdes patdgeno-raiz se iniciem, 0s
propagulos dormentes precisam ser ativados por moléculas presentes em
exsudatos de sementes e raizes. Portanto, essas substancias sdo os estimulos
priméarios para a promoc¢do da germinagcdo de propagulos de alguns fungos
habitantes do solo, tais como Fusarium oxysporum f. sp. cubense. A germinagéo
de seus microconidios ocorre em resposta a exudatos de origem desconhecida
das raizes de Musa sp. Esclerddios de Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii sdo
estimulados por compostos volateis desconhecidos oriundos de sementes de
ervilha.

Propagulos de quase todos os géneros de fitopatdgenos habitantes do
solo respondem aos exsudatos das sementes e raizes. Todavia, pouco se conhece
sobre as moléculas especificas que elicitam essas respostas (BOWEN; ROVIRA,
1991). Hasse, May-De-Mio e Lima Neto (2007) avaliaram o efeito do pré-
plantio com plantas medicinais e aromaticas no controle de Plasmodiophora
brassicae e atribuiram o efeito supressivo do solo a concentracdo de exsudatos
radiculares.

Diz, Carvalho e Gomes (2003) relataram que plantas exsudam
substancias através da superficie de raizes e na germinacgdo de sementes. Alguns
desses compostos, entre 0s quais proteinas transportadoras de lipideos
constituidas de peptideos basicos de 9 kDA ricos em cisteina, parecem ter uma
acdo inibitéria contra certos patdgenos e tém a funcdo de protecdo de plantas

contra infecgBes microbianas.
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S8o encontrados, na literatura, relatos de inibicdo de Pseudomonas
solanacearum, Clavibacter michiganensis, Fusarium solani, Rhizoctonia solani,
Trichoderma viride e Cercospora beticola (CARVALHO et al., 2001; KADER,
1996; MOLINA; SEGURA; GRACIA-OLMEDO, 1993; TERRAS et al., 1992).
Algumas outras proteinas antimicrobianas também tém sido encontradas em
exsudatos a partir de sementes de Zea mays (DUVICK et al., 1992), Mirabilis
jalapa (CAMMUE et al., 1992) e Amaranthus caudatus (BROEKAERT et al.,
1997).

A necessidade de se verificar a existéncia de substancias exsudadas
pelas plantas e antagOnicas ao patégeno é justificada por proporcionar melhor

compreensao do ambiente no qual o patdgeno esta inserido.
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CAPITULO 2

Residuos de plantas de cobertura na supressividade sobre os esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum e diferentes substratos para a germinacao

carpogénica

RESUMO

As plantas de cobertura promovem melhorias na fertilidade do solo.
Todavia, essas plantas também podem influenciar as populacbes de
microrganismos, dentre eles os fitopatdgenos. Com isso, este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a influéncia de diferentes plantas de
cobertura sobre a taxa de recuperacdo dos esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum no solo, bem como sua influéncia no crescimento. As plantas de
cobertura utilizadas no experimento foram crotalaria, capim-braquiria, capim-
mombaca, milheto, feijdo-guandu-ando e estilosantes. Os substratos utilizados
para a germinacao carpogénica foram &gar-agua, agar-agua+papel filtro, areia e
mistura areia e solo. Quanto a taxa de recuperacdo dos esclerodios, estilosantes e
mombaca apresentaram as menores taxas. A testemunha e a braquiaria
apresentaram as maiores taxas de recuperagdo dos esclerddios. Quanto ao indice
da velocidade de crescimento micelial, o estilosantes obteve a menor taxa de
crescimento, seguido por milheto, braquidria, mombaca, crotalaria, feijdo-
guandu-ando e testemunha solo. A testemunha armazenada em tubo obteve a
maior taxa de crescimento. Para a germinacdo carpogénica em diferentes
substratos, a areia obteve o menor valor. Na formagdo de apotécios, 0s
substratos &gar e mistura solo-areia produziram as maiores quantidades. A
germinagdo carpogénica em agar-agua mostra que a presenca de nutrientes nao é
fator vital para a formacéo de apotécios.

Palavras-chave: Plantas de cobertura. Manejo cultural. Controle biolégico.
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ABSTRACT

The cover crops promote improvements in soil fertility. However, these
plants may also influence the populations of microorganisms, among them, the
plant pathogens. Thus the aim of this study was to evaluate the influence of
different cover crops on the rate of recovery of sclerotia of Sclerotinia
sclerotiorum in soil, as well as its influence on mycelial growth. The cover crops
used in the experiment were showy crotalaria, grass brachiaria, grass mombaca,
millet, pigeon pea beans and stylosanthes. The substrates used for germination
carpogenic were water-agar, agar-water filter paper, sand, sand and soil mixture.
As the recovery rate of sclerotia, and the stylosanthes, panicum grass cv.
mombaga had the lowest rates. The witness and Brachiaria had the highest
percentage recovery of sclerotia. As for the content of mycelial growth rates of
the stylosanthes had the lowest rate of growth followed by millet, brachiaria,
mombaca grass, showy crotalaria, pigeon pea dwarf and soil control. The
witness stored in a tube obtained the highest growth rate. For carpogenic
germination in different substrates sand had the lowest value. In the formation of
apothecia agar and soil-sand mixture produced the highest amount. The
carpogenic germination in the agar-water shows that the presence of nutrients is
not vital for the formation of apothecia.

Keywords: Cover crops. Cultural management. Biological control.
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1 INTRODUCAO

As plantas de cobertura do solo apresentam potencialidades para
promover melhorias nas propriedades quimicas, fisicas e biol6gicas do solo
(DEBIASI et al., 2010; MACHADO; ASSIS, 2010; TOLEDO-SOUZA et al.,
2008). A populagdo microbioldgica do solo apresenta grande importancia em
estudos fitopatoldgicos, uma vez que o manejo pode modificar a relagdo entre
aqueles considerados benéficos e maléficos ao crescimento das plantas
(MARSCHENER et al., 2001; PEREIRA; NEVES; DROZDOWICZ, 1999).
Cada espécie de planta comporta-se de maneira diferente quanto a esse estimulo,
possibilitado pela liberacdo de exsudatos radiculares durante o desenvolvimento
da planta e a liberacdo de nutrientes pela mineralizacdo de seus tecidos
(CARDOSO; FREITAS, 1992; ROCHA; CAMPOS; SOUZA, 2004).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum de tem se destacado como importante
fitopatégeno em diversas culturas, entre elas soja, feijdo, girassol e algoddo
(CHARCHAR; ANJOS; OSSIPI, 1997; HOFFMAN; HARTMAN; MUELLER,
1998; NASSER et al.,, 1999). Além das culturas comerciais, esse fungo
sobrevive no solo por longo periodo de tempo, em razdo da estrutura de
resisténcia chamada esclerédio. Algumas plantas daninhas sdo consideradas
multiplicadoras desse fungo, o que tem dificultado o manejo dessa doenca
(VALARINI; SPADOTTO, 1995).

Na tentativa de controlar o avanc¢o dessa doenca em territdrio brasileiro,
varias medidas de controle tém sido empregadas, como o emprego de fungicida,
rotacdo de cultura e aplicacdo de organismos antagonistas. Oliveira (2005) relata
que os fungicidas mais indicados para o controle do mofo branco sdo o
procimidone, o fluazinam e o vinclozolin, e, em situacdes de menor pressao de
indculo benzimidazdis, tiofanato metilico e carbendazim podem ser utilizados.

Kluthcouski et al. (2003) relataram o uso de palhada densa de braquiaria, como



38

uma das principais ferramentas no controle de Sclerotinia sclerotiorum. Moretini
e Melo (2007) produziram uma formulacdo a base do fungo Coniothyrium
minitans para controle do mofo-branco.

Embora existam extensos trabalhos elucidando as caracteristicas do
fungo, ha muitos fatores pendentes de comprovacdo cientifica, sendo apenas
citado como fator influente. Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de
conhecer a influéncia de diferentes plantas de cobertura sobre a taxa de
recuperacdo de esclerddio, o comportamento dos esclerédios em meio batata-
agar-dextrose ap6s um periodo de 45 dias sobre o solo e a exigéncia de

nutrientes para a germinagao caporgénica.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi composto de sete tratamentos, em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, instalado em Lavras, MG,
localizada nas coordenadas 21°14°43” latitude sul, 44° 59°59” longitude oeste e
altitude de 919 m. O experimento foi conduzido de janeiro a julho de 2010. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e, quando
significativo pelo teste F, as médias foram comparadas pelo teste estatistico, por

meio da ferramenta Sisvar.

2.1 Producéo de esclerodios

A obtencéo dos esclerdédios para utilizacdo no experimento foi induzida
de maneira artificial. Para isso, foi colocado um esclerddio, oriundo de lavouras
atacadas por mofo-branco sediadas na regido de Rio Verde, GO, no centro cada
placa de Petri vertida com meio BDA. Essa placa foi acondicionada em camara
de crescimento BOD, a 20°C, com fotoperiodo de 12 horas, por 20 dias. Apés a
producdo dos primeiros esclerédios, discos de micélio provenientes desta placa
foram transferidos para outras placas contendo o meio BDA para induzir a
producdo de mais esclerédios, sendo esse procedimento repetido sucessivas

vezes, até que atingisse a quantidade necessaria de esclerddios.

2.2 Influéncia direta das plantas de cobertura sobre a germinacao micelial

dos esclerddios

Os tratamentos foram compostos pelas seguintes espécies de plantas de
cobertura: crotalaria (Crotalaria juncea L.), braquiaria (Brachiaria rhuziziensis),

capim-mombaca (Panicum maximum cv. Mombaca), milheto ADR 300
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(Pennisetum glaucum), feijdo-guandu-ando (Cajanus cajan (L.) Millsp.) e
estilosantes (Stylosanthes capitata x Stylosanthes macrocephala), além de
testemunha sem a presenca de plantas de cobertura, cada uma com 4 repetigdes.
A unidade experimental utilizada foram caixas pléasticas Gerbox preenchidas
com solo, onde foram semeadas as plantas de cobertura. A testemunha foi
adicionado apenas o solo, para simular a auséncia das espécies estudadas. Esse
solo utilizado foi um Latossolo Vermelho-Escuro coletado aleatoriamente em
varios pontos para garantir a representatividade da amostra. Apo6s a coleta do
solo, este foi peneirado e esterilizado conforme a metodologia desenvolvida por
Menezes e Silva-Hanlin (1997).

Apls esses procedimentos, os tratamentos (caixas plasticas Gerbox
contendo solo com suas respectivas plantas de cobertura semeadas e testemunha)
foram acondicionados em camaras de crescimento, a temperatura de 20°C e
fotoperiodo de 12 horas. Apds 40 dias, as plantas foram ceifadas e dispostas
sobre a superficie do solo. Apos esse procedimento, foram adicionados nove
esclerédios a uma profundidade de 0,5 cm, dispostos de forma equidistante e,
em seguida, acondicionados na camara de crescimento por mais 40 dias. Durante
todo o experimento, o solo foi irrigado para manter a umidade préxima a
capacidade de campo. Procedeu-se a instalacdo de nebulizadores para manter a
umidade relativa do ar acima de 60%, a fim de favorecer a germinacdo dos
esclerodios. Os esclerodios foram observados quanto a existéncia de germinacao

micelial até duas semanas ap0s a alocacao dos esclerddios.
2.3 Taxa de recuperacéo dos esclerddios
Apdbs acondicionar os esclerddios por quarenta dias, de maneira similar

ao procedimento adotado no tépico anterior, foi avaliada a taxa de recuperacao

dos esclerddios. Foi feita uma relacéo entre os esclerédios recuperados em cada
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tratamento, em relagdo ao numero de esclerédio alocados inicialmente em

contato com as plantas de cobertura.

2.4 Indice da velocidade do crescimento micelial

Utilizando-se os esclerddios recuperados no experimento anterior foi
aferido o crescimento micelial radial diario e, posteriormente, calculado o indice
da velocidade do crescimento micelial (IVCM) pela formula desenvolvida por
Salgado et al. (2003). Nesse procedimento, os esclerédios que ficaram em
contato com as plantas de cobertura foram desinfestados utilizando-se
procedimento padrdo (imersos por 30 segundo no alcool a 70%, em seguida
imersos no hipoclorito de sédio a 2%, por 2 minutos, seguindo-se 3 lavagens
sucessivas em agua destilada e esterilizada). Ap6s essa operagdo, foram postos
individualmente em placas de Petri contendo meio BDA e foram acondicionados
em camara de crescimento com temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas.
Cada tratamento tinha quatro repeticdes. Além da testemunha, esclerddios
provenientes do solo sem as plantas de cobertura, também foi aferido o
crescimento de esclerédios armazenados em tubos tipo falcon, a temperatura

ambiente.

2.5 Germinacao carpogénica em diferentes substratos

Foi avaliada a germinacdo de esclerddios em placas de Petri contendo
agar-a4gua (2%), agar-agua (2%)+papel filtro, areia e caixas plasticas Gerbox
contendo solo e areia na propor¢do de 1:1. Todos os tratamentos foram
molhados apenas uma vez, tendo a quantidade de agua nas placas de Petri sido
de 15 ml e, para o solo, a umidade mantida préximo a capacidade de campo. Os

tratamentos foram armazenados em camara de crescimento com temperatura de
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20°C e fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo do numero de esclerddios

germinados e apotécios formados foi realizada ap6s 32 dias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia direta das plantas de cobertura sobre a germinacao micelial

dos esclerddios

Para este estudo ndo houve influéncia direta das coberturas vegetais
sobre a germinacdo micelial dos esclerédios. Os valores obtidos foram iguais a
zero. Atribuiu-se esse resultado ad pouca cobertura vegetal disponivel no
ambiente em fun¢édo dos resultados posteriores obtidos nesta dissertacdo, ou seja,
ha a existéncia de substancias indutoras, no entanto, a quantidade liberada pela
decomposicdo do material vegetal ndo é suficiente para induzir a germinagdo
micelial. Acredita-se que, ao utilizar maior quantidade de material vegetal como

cobertura morta, esse resultado podem ser confirmado.

3.2 Taxa de recuperacdo dos esclerodios acondicionados no solo

Os resultados da taxa de recuperagdo dos esclerddios no solo estdo
apresentados na Tabela 1. Houve diferenga estatistica entre os tratamentos, tendo
os esclerddios alocados sob a palhada de estilosantes e mombaca obtido a menor
taxa de recuperacdo, ap0s 45 dias. SO foram recuperados os esclerddios que
apresentavam consisténcia rigida. Sutherst, Jones e Schnitzerling (1982)
relataram que as plantas de estilosantes s@o recobertas por tricomas ou pelos que
secretam um fluido viscoso que atua como repelente contra insetos que se
alimentam de plantas. Tem também reputacdo reconhecida contra carrapatos,
com reducdo da populacdo onde essas plantas sdo encontradas (ZIMMERMAN;
GARRIS; BEAVER, 1984). Assim, é provavel que as plantas de estilosantes
liberem substancias capazes de prejudicar a integridade dos esclerddios ou

propiciar aumento na flora de organismos antagonistas.
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Tabela 1 Taxa de recuperacdo dos esclerodios apés 40 dias de acondicionamento
no solo em contato com os restos culturais das plantas de cobertura
Taxa de recuperacao dos esclerédios

Plantas de cobertura

%
Estilosante 5,55a
Mombaca 16,65a
Milheto 19,44hc
Feijdo-guandu-ando 19,44hc
Crotaléria 30,55¢
Brachiaria rhuzizienzis 94,45d
Testemunha 86,11d
(6AV 15,27

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, pelo teste de F.

Para os tratamentos que tinham as coberturas de milheto, crotalaria e
feijdo-guandu-ando ndo houve diferenca estatistica. Esses tratamentos se
comportaram de maneira intermediaria em relagdo aos demais.

A maior taxa de recuperacdo foi obtida no tratamento que tinha as
palhadas de B. rhuzizienzis, sendo estatisticamente iguais a testemunha. Segundo
Gorgen et al. (2009), a palhada de B. rhuziziensis contribui para o aumento do
parasitismo de esclerddios. Deve ser ressaltado que o estadio fenoldgico da
cultura exerce significativa influéncia na quantidade de biomassa produzida, a
qual refletird no teor de matéria organica e, por consequéncia, na atividade
biolégica desse solo, estimulando, além de outros microrganismos, a flora
antagonista ao esclerédio. Acredita-se que a cobertura vegetal proporcionada
pela planta tenha protegido as estruturas de resisténcia da acdo de seres
antagonistas.

As plantas de cobertura, depois de ceifadas e deixadas sobre o solo, séo
fontes nutricionais sem nenhuma protecdo, visto que elas ndo sdo capazes de
produzir de maneira eficiente mecanismos que as protegem da acdo de
organismos (Figura 1). Com base nisso, foi observado que essas plantas de

cobertura permitiram niveis diferenciados de parasitismos aos esclerddios, fato
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ndo observado sobre aqueles alocados sobre a testemunha e o tratamento com
Brachiaria rhuzizienzis. A taxa de recuperacdo dos esclerddios foi afetada
devido a acdo de fungos e bactérias, e, ainda, a presenca de um diptero da
familia Sciridae, conhecida como Bradysia coprophila, que se aproveitou do
material organico disponivel para a alimentacdo e a oviposicao, respectivamente.
Vérios autores relatam o consumo dos esclerédios pelas larvas Bradysia
coprophila (ANAS; REELEDER, 1988; GRACIA-GARZA; REELEDER;
PAULITZ, 1997).

Figura 1 Plantas de cobertura, A) ceifadas e postas sob o solo ap6s 30 dias de
cultivo; B) em fase de decomposi¢éo, aos 62 dias

A colonizagdo dos escler6dios por esses microrganismos pode ser
explicada pela baixa relacdo C/N das fitomassas, bem como o estadio fenoldgico
em que foram ceifadas. Segundo Kappes et al. (2009), a decomposi¢do da
palhada é acelerada devido a baixa relagdo C/N, o que pode favorecer o maior
crescimento de fungos e bactérias antagonistas que atuam indiretamente nas

estruturas de resisténcia do fungo.
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3.3 indice da velocidade do crescimento micelial

Os resultados expostos na Tabela 2 demostram que o indice da
velocidade do crescimento micelial dos esclerédios acondicionados no solo foi

significativamente diferente entre os tratamentos.

Tabela 2 indice da velocidade de crescimento micelial dos esclerédios
acondicionados por 40 dias no solo na presenca de restos culturais de
diferentes plantas de cobertura

Plantas de cobertura  Indice de velocidade de crescimento micelial

Estilosante 1,37a
Milheto 2,95b
Brachiaria rhuzizienzis 3,03b
Mombaca 3,13b
Crotaléria 3,37b
Feijdo-guandu-anéo 3,19b
Testemunha solo 3,24b
Testemunha tubo 3,71¢c
CcVv 7,95

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade, pelo teste de F.

Os esclerddios alocados sobre a palha de estilosantes obteve o menor
indice de crescimento, enquanto os esclerddios armazenados em tubo tipo falcon
obtiveram o maior. Isso pode ser explicado pela diferenga existente na
integridade dos esclerddios nesses dois tratamentos.

Os esclerddios armazenados no tubo, por estarem num ambiente que ndo
permite o desenvolvimento dos organismos antagonistas, ndo sofreu dano na
camada de melanina, tendo o procedimento padrdo para a desinfestagcdo sido
suficiente para a erradicacdo de agentes antagonistas associados a estes de forma

latente.
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Ja os esclerodios provenientes do tratamento com estilosantes
apresentavam-se sem a camada de melanizacdo completa, o que permitiu uma
rapida germinacdo micelial quando colocado em meio de cultura BDA. No
entanto, apds 12 horas, houve uma reducdo drastica na taxa de crescimento.
Segundo Huang (1985), a germinacdo micelial de esclerddios de Sclerotinia
sclerotiorum esta associada ao grau de melanizacdo da parede celular da casca
dos esclerddios. O autor relata, ainda, que uma melanizacdo incompleta
promove a imediata germinacdo micelial.

Foi observado que a camada de melanizacdo é consumida pela acéo de
organismos antagonistas. Anas e Reeleder (1988) relatam que o dano aos
esclerédios por uma populagdo antagonista foi maior quando o teor de matéria
organica passou de 7% para 80%. Isso explica por que a a¢do de organismos
(fungos, bactérias e inseto) incidiu nos tratamentos com cobertura vegetal.
Constatou-se que, quando o esclerddio ndo apresenta a camada de melanizacgéo,

existe uma relacdo intima entre este e 0s microrganimos antagonistas (Figura 2).

Figura 2 Esclerddios recuperados do solo ap6s 45 dias em contanto com as
plantas de cobertura, A) esclerddios sem a camada de melanizagéo; B)
esclerédios com a camada de melanizagdo completa armazenados em
tubo tipo falcon

Neste experimento, mesmo utilizando um procedimento de
desinfestagdo considerado drastico (2 minutos de imersdo dos esclerddios no

alcool a 70%, 5 minutos no hipoclorito de s6dio a 2%, seguido de 3 lavagens
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sucessivas em agua destilada esterilizada), ndo foi possivel a retirada de
microrganimos associados as estruturas de resisténcia. A presenca de
organismos antagonista foi confirmada apds esses esclerddios terem sido
colocados em placas de Petri contendo meio BDA.

Os demais tratamentos se comportaram de maneira intermediaria. Foi
observado que os esclerddios alocados na testemunha-solo, tratamento sem as

plantas de cobertura, sofreu reducéo na taxa de crescimento.

3.4 Germinacdo carpogénica em diferentes substratos

Os resultados da germinacdo carpogénica nos diferentes substratos
apresentaram diferenca estatistica (Figura 1). No tratamento com areia obteve-se
0 menor valor, tanto para nimero de esclerédios germinados como para o
numero de apotécios formados.
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Gréfico 1 Porcentagem de escler6dios germinados e numero de apotécios
germinados em diferentes substratos
Médias seguidas por letras iguais, nos esclerodios e apotécios
germinados, separadamente, ndo diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de F
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As observacOes realizadas permitem inferir que o principal fator que
afeta a germinacdo, quando se utiliza esse tipo de substrato, é a dificuldade na
manutencdo da umidade, o que acarreta menor germinagdo. O comportamento
intermediario do tratamento com &gar-agua+papel filtro é explicado pela alta
perda de dgua do papel, o que deixa o esclerddio numa superficie seca.

O tratamento com mistura areia+solo e agar-4gua apresentaram 0s
maiores valores para as duas variaveis analisadas. O tratamento agar-agua é um
substrato isento de nutrientes, por isso pode-se deduzir que, para a germinacao
carpogénica, ndo é vital a presenca destes. Esses resultados discordam dos de
Purdy e Grogan (1954), que relataram a dependéncia de macro e micronutrientes
para inducdo da germinagdo carpogénica em meio liquido e cultura de &gar.

Vega e Tourneau (1974) também relataram a dependéncia do elemento zinco

nesse tipo de germinacéo (Figura 3).

Figura 3 Germinagdo carpogénica em agar-agua, A) apés 30 dias de incubacao;
B) apds 42 dias de incubagdo a umidade e temperatura adequada

Outros autores relatam que o tipo de solo, o que representa um substrato,
influencia a germinagdo carpogénica (COSTA; COSTA, 2006). Embora nao
contabilizadas, foram observadas diferencas quanto a germinacdo micelial. No
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substrato com solo+areia foi possivel perceber a producdo de micélio pelos
esclerodios na primeira semana apds a instalagdo do experimento, fato ndo
observado para 0 substrato &gar+agua, que sO apresentou a formacdo de
apotécios.

Com base na comparacdo entre o substrato areia+solo e agar-agua, €
possivel deduzir que a disponibilidade de nutrientes influencia a germinagédo
micelial. Resultado similar foi encontrado por Gongalves, Silva e Boff (2004),
na ocorréncia de Peronospora destructor em cebola.

Diante das observac0es realizadas durante a conducdo do experimento e
com base nos substratos utilizados é possivel inferir que os fatores essenciais
para a formacdo do apotécio sdo a umidade e a temperatura adequada. Quando a
germinagdo carpogénica é induzida em camara de crescimento BOD, o fato de
abrir a porta periodicamente pode influenciar o tempo de obtencdo dos
apotécios, devido as trocas de calor que ocorrem entre 0 meio interno e 0 meio
externo. De acordo com diversos autores, temperatura de 20°C, umidade
disponivel na forma liquida, umidade relativa acima de 60 % e alta intensidade
luminosa sdo condicdes favoraveis a produgdo de apotécio (HAO; SUBBARADO;
DUNIWAY, 2003; SUN; YANG, 2000).
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4 CONCLUSOES

A menor taxa de recuperacao dos esclerddios é observada sob as coberturas
vegetais de estilosantes e capim-mombaca;

A testemunha e o tratamento com Brachiaria rhuzizienzis obtevem as
maiores taxas de recuperacdo;

Nos esclerodios armazenados no tubo obtem-se o maior indice de
velocidade de crescimento micelial. Os esclerodios acondicionados sob as
plantas de estilosantes obtivem o menor valor;

As diferencas no indice de velocidade de crescimento micelial é devido a
diferencas na integridade dessa estrutura de resisténcia, bem como pela
influéncia de organismos antagonistas;

Maior germinagdo carpogénica de esclerodios e formacdo de apotécios é

observada nos substratos agar-agua e a mistura solo+areia.
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CAPITULO 3

Extratos vegetais de plantas de cobertura no desenvolvimento de Sclerotinia

sclerotiorum

RESUMO

Alguns extratos vegetais, devido as suas propriedades antagdnicas,
asseguram a sanidade das plantas ou partes destas, por evitarem a penetracao ou
impedir o desenvolvimento de patdégenos. Outros extratos atuam de maneira
diferente, promovendo o desenvolvimento de microrganismos. Com base nessas
propriedades, este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o efeito dos
extratos aquosos das plantas de cobertura crotalaria (Crotalaria juncea L.),
braquiéria (Brachiaria rhuziziensis), capim-mombaca (Panicum maximum cv.
mombaca), milheto (Pennisetum glaucum), feijdo-guandu-ando (Cajanus cajan
(L.) Millsp.) e estilosantes (Stylosanthes capitata x Stylosanthes macrocephala)
sobre o crescimento micelial, germinacao carpogénica e micelial dos esclerddios
e germinacdo dos ascésporos do fungo Sclerotinia sclerotiorum. Todas as etapas
do experimento foram desenvolvidas em casa de vegetacdo, cémaras de
crescimento e laboratério. As concentracGes dos extratos utilizadas foram de
1%, 5%, 10% e 25%. Para verificar a influéncia dos extratos sobre a germinacgéo
micelial e carpogénica dos esclerddios, foi utilizada apenas a concentragdo de
25%. Os resultados sobre o crescimento micelial mostraram que o extrato da
planta estilosantes teve efeito na inibicdo apenas na concentracdo de 25%; nas
demais concentracBes, este permaneceu igual a testemunha. A partir da
concentracdo de 5%, 0s outros extratos promoveram o crescimento micelial.
Para a germinacdo micelial dos esclerddios, verificou-se que quase todos 0s
extratos, excecdo para estilosantes, induziram a germinacdo 12 horas apés a
instalacdo do experimento. Na formagdo de apotécio, os extratos se
comportaram de maneira diferenciada aos 45 dias ap6s a instalagdo do
experimento. Para o nimero de esclerédios germinados carpogenicamente, 0s
extratos se comportaram de maneira diferente, aos 45 e aos 59 dias. Na
germinagdo dos ascosporos, apenas 0 extrato de estilosantes obteve sucesso, pois
impediu a germinacdo e, ainda assim, somente quando ndo foi utilizado
antibiotico.

Palavras-chave: Plantas de cobertura. Manejo cultural. Sclerotinia sclerotiorum.
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ABSTRACT

Some plant extracts due to its antagonistic properties ensure the health
of plants or parts thereof for preventing the penetration or prevent the
development of pathogens. Other extracts act differently promoting the
development of microorganisms. Based on these properties the objective was to
study the effect of agueous extracts of plant cover crotalaria (Crotalaria juncea
L.), brachiaria (Brachiaria rhuziziensis), panicum maximum grass (Panicum
maximum cv. mombaca), millet (Pennisetum glaucum), pigeon pea dwarf bean
(Cajanus cajan (L.) Millsp.) and stylosanthes (Stylosanthes macrocephala x
Stylosanthes capitata) on mycelial growth, mycelial and carpogenic germination
of sclerotia and ascospore germination of Sclerotinia sclerotiorum. All stages of
the experiment were grown in a greenhouse, growth chambers and laboratory.
The concentrations of the extracts used were 1, 5, 10 and 25%. To check the
influence of extracts on mycelial and carpogenic germination of sclerotia was
used only the concentration of 25%. The results on the mycelial growth showed
that the plant extract of stylosanthes had effect on the inhibition only at
concentration of 25% in other concentrations it remained the same witness.
From the concentration of 5% the other extracts promoted mycelial growth. For
mycelial germination of sclerotia was observed that almost all extracts, except
for stylosanthes induced germination after 12 hours of the experiment
instalation. In the formation of apothecium extracts behaved differently at 45
days. For the number of sclerotia germinated carpogenic extracts behaved
differently at 45 and 59 days. On germination of ascospores only extract
stylosanthes successfully preventing germination, and yet only when it was used
antibiotics.

Keywords: Cover crops. Cultural management. Sclerotinia sclerotiorum.
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1 INTRODUCAO

O fungo Sclerotinia sclerotiorum foi relatado, pela primeira vez, por
Bary, em 1884. Possui esporo conhecido com ascésporo. Quando este germina,
produz micélio. A medida que este micélio se compacta, da origem a uma
estrutura de resisténcia conhecida como esclerodio, que produz corpos de
frutificacdo chamados de apotécio. Dentro destes existem um ndmero variével
de ascos, estrutura em forma de saco, que libera oito ascOsporos para o
ambiente, recomecando o ciclo (PURDY, 1979). E incluido no reino Fungi, filo
Ascomycota, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae (AGRIOS, 2005), sendo
patogénico a 48 familias, 278 géneros e 408 espécies de plantas (BOLAND;
RALL, 1994). O amplo espectro de hospedeiros ¢ um dos aspectos que
dificultam o manejo do fungo.

O estudo de fatores relacionados com o solo, entre eles o efeito causado
pela presenca de plantas em &reas infestadas pelo fungo, séo relevantes, uma vez
gue aproximadamente 90% do ciclo de vida ocorre no solo (ADAMS; AYERS,
1979; ASIRIFI; MORGAN; PARBERY, 1994). Essas plantas liberam, de
maneira gradual, devido a acdo da decomposicao, compostos que influenciam o
desenvolvimento do patégeno. Segundo Hao, Subbarao e Koike (2003), residuos
de brdcolis reduzem a viabilidade dos esclerddios de Sclerotinia minor, efeito
atribuido a glucosinolatos. A fitomassa de Chenopodium quinoa pode reduzir a
viabilidade de S. sclerotioum, pois algumas cultivares apresentam saponinas,
substancias prejudiciais ao desenvolvimento do fungo (DUBEY et al., 1983).
Desse modo, o estudo dos extratos de plantas pode ser uma maneira de conhecer
o efeito desses compostos que seriam liberados no solo.

Nos ultimos cinco anos, os produtores de soja, feijéo, girassol e algodao
de diversas regiGes do cerrado, nos estados de Goids, Minas Gerais e Bahia,

estdo convivendo com danos crescentes em suas lavouras, aumento nos custos
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de producdo e perdas econdmicas superiores a 30%, em consequéncia da
ocorréncia do mofo-branco, doenca causada pelo fungo (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2010). Para
tentar controlar o fungo, vérias taticas tém sido empregadas, entre elas a
utilizacdo de plantas de cobertura que liberam compostos no solo na tentativa de
diminuir o potencial de indculo (COSTA; RAVA, 2003; FERRAZ et al., 1999;
GORGEN et al., 2009).

Segundo Sonaglio et al. (2003), extratos sdo todos os produtos obtidos a
partir de matéria-prima vegetal. As substancias podem ser extraidas por meio de
diferentes metodologias preparadas em meio aquoso, etanoico, hidroetanoico ou
oleoso, entre outros, com o0 objetivo de extrair da planta compostos especificos
(QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001). A presenca do extrato no substrato do
microrganismo pode inibir seu crescimento pela presenca de substancias
antagbnicas. No emprego de plantas aromaticas, na tentativa de controlar o
patdgeno, varios extratos obtiveram resultado satisfatério (RODRIGUES et al.,
2007; SOUZA; ARAUJO; NASCIMENTO, 2007). Entretanto, ao empregar
extratos de espécies hospedeiras, pode haver promocdo no desenvolvimento,
provavelmente devido a presenga de substancias atrativas (LEANDRO et al.,
2003).

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de conhecer a
influéncia dos extratos vegetais de plantas de cobertura utilizadas na agricultura
sobre o crescimento micelial, germinagdo micelial e carpogénica dos esclerddios

e germinacao dos ascosporos do fungo de Sclerotinia sclerotiorum.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi composto de sete tratamentos, em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, instalado em Lavras, MG,
localizada a 21°14°43” latitude sul, 44° 59°59” longitude oeste e altitude de 919
m. O experimento foi conduzido de janeiro a julho de 2010. Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e, quando significativo pelo
teste F, as médias foram comparadas pelo teste estatistico, por meio da

ferramenta Sisvar.

2.1 Obtencéo dos extratos das plantas de cobertura

As plantas de crotalaria (Crotalaria juncea L.), braquiaria (Brachiaria
rhuziziensis), capim-mombaga (Panicum maximum cv. mombaca), milheto
(Pennisetum glaucum), feijdo-guandu-ando (Cajanus cajan (L.) Millsp.) e
estilosantes (Stylosanthes capitata x Stylosanthes macrocephala) foram
semeadas num Latossolo Vermelho-Escuro, em vasos com capacidade para 8 kg,
cultivadas até os 45 dias apds a emergéncia. Atingido esse periodo, a parte aérea
das plantas foi ceifada e foi utilizada como matéria-prima para a obtencdo dos
extratos. Foram trituradas, num liquidificador, 100g de folhas, num volume de
200 ml de agua.

A mistura obtida foi filtrada em peneira, sendo posteriormente
submetida a um processo de esterilizagdo com membranas antimicrobianas com
porosidade de 0,22 um. Obtidos os extratos, foram preparadas diferentes
concentracdes (1%, 5%, 10% e 25%), por meio de diluicdo em agua destilada.
Os extratos foram armazenados em frascos Erlenmeyer envoltos com papel

aluminio para evitar a degradacgdo pela luz de compostos presentes no extrato e
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armazenados no freezer, a -20°C, para que suas propriedades fossem

conservadas.

2.2 Extratos sobre o crescimento micelial

Para avaliar o efeito dos extratos vegetais sobre o crescimento micelial
do fungo, foram utilizadas placas de Petri estéreis com 9 mm de didametro. Os
extratos obtidos foram adicionados ao meio de cultura BDA liquido (batata-
agar-dextrose) e as concentrac@es (1%, 5%, 10% e 25%) ajustadas em funcédo da
guantidade de meio adicionado na placa (20 ml). A testemunha continha apenas
0 meio BDA sem adicdo de extratos vegetais e, para compensar a quantidade de
extrato inserida nos outros tratamentos foi adicionado A4gua destilada
esterilizada.

Para verificar o comportamento do fungo em funcdo dos extratos, foi
adicionado um disco de meio de cultura BDA contendo micélio de Sclerotinia
sclerotiorum, previamente cultivado, disposto no centro da placa que continha os
extratos diluidos. As placas foram vedadas com parafilme e acondicionadas em
cameras de crescimento BOD, a temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagdes do crescimento micelial foram feitas a cada 12 horas, até
que este preenchesse toda a placa. De posse dos dados, o indice da velocidade de
crescimento micelial (IVCM) foi calculado pela férmula adaptada por Salgado et
al. (2003).

2.3 Extratos na germinacdo micelial e carpogénica dos esclerddios
Para a avaliacdo da germinacdo micelial e carpogénica dos esclerédios,

utilizaram-se caixas plasticas Gerbox, preenchidas até a metade pela mistura de

solo e areia, na proporcdo de 1:1. A mistura utilizada foi previamente
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esterilizada via autoclavagem, conforme metodologia especifica desenvolvida
por Menezes e Silva-Hanlin (1997). Foram adicionados 50 ml de cada extrato a
25% nessas caixas plasticas. Os extratos foram separados segundo as partes
utilizadas para o preparo dos mesmos que, com excecao do estilosantes, foram
separados em hastes e folhas. A umidade foi ajustada até a capacidade de campo
pela adicdo de dgua destilada esterilizada.

Os esclerddios, apds desinfestados em solucdo de alcool a 70%, por 30
segundos e hipoclorito de sodio a 2%, por 2 minutos, seguindo-se trés lavagens
sucessivas em agua destilada esterilizada, foram imersos nos extratos por 5
minutos, em funcdo de cada tratamento. AplGs esse procedimento, foram
dispostos 16 esclerddios, de maneira equidistante, nas caixas plasticas
preparadas. Em seguida, essas caixas foram fechadas com tampa apropriada e as
laterais vedadas com parafilme. Apds esse processo, foram acondicionadas em
camara de crescimento BOD, a temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas,
por 45 dias, periodo suficiente para a producdo de apotécio.

Avaliaram-se o tipo de germinacdo (micelial ou carpogénica), a

porcentagem de esclerddios germinados e o nimero de apotécios formados.

2.4 Extratos vegetais ha germinacéo dos ascésporos

Para avaliar a influéncia dos extratos vegetais sobre 0s ascosporos de
Sclerotinia sclerotiorum, os esclerédios foram dispostos em caixas plasticas
Gerbox, nas mesmas condi¢bes da testemunha do item 2.3. Apds a germinagdo
dos apotécios, cinco destas estruturas foram imersas em 10 ml de &gua destilada
contida num cadinho e foram macerados com o pistilo por 3 minutos. Assim, foi
obtida a suspensao de ascOsporos.

Neste experimento, foi utilizada a placa destinada para o teste conhecido

como ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), tendo cada orificio desta



62

placa recebido um tratamento. Foram transferidos para esses orificios 100ul da
suspensao de ascosporos, tendo cada concentracdo (1%, 5%, 10% e 25%) sido
obtida por meio de diluicdo em agua destilada esterilizada, bem como pela
adicdo dos extratos. Essa placa foi mantida em cdmara de crescimento BOD, a
temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas.

O mesmo procedimento foi repetido duas vezes, com uma diferenca. No
primeiro ndo houve a adicdo de nenhum antibiotico; j& no segundo, foram
adicionados 10 g de sulfato de streptomicina.

Para verificar o efeito direto sobre a germinacdo dos ascésporos, foi
utilizada a objetiva de 40 vezes de um microscopio Gptico, em que 0s primeiros
100 ascésporos visualizados foram discriminados em: germinados, quando o
crescimento micelial era duas vezes o didmetro do ascdsporo ou ndo
germinados, depois de decorridas 24 e 48 horas da instalacdo do experimento. O
resultado utilizado foi a média de 4 avaliagOes, realizadas para aferir a

germinacdo do ascosporo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Influéncia do extrato vegetal no crescimento micelial

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que as plantas de
cobertura influenciaram o crescimento micelial a partir da concentracdo de 5%.
Na concentracdo de 5%, os extratos das plantas milheto e mombagca foram os
tratamentos que obtiveram 0s maiores indices de velocidade de crescimento,
seguidos de Brachiaria rhuzizienzis, crotalaria e feijdo-guandu-ando. De acordo
com o resultado, é possivel deduzir que o aporte de substancias ou nutrientes
fornecidos por essas plantas tenha promovido o crescimento do fungo, visto que
a testemunha obteve o menor valor de IVCM, sendo estatisticamente igual ao

estilosantes.

Tabela 1 Extratos das plantas de cobertura em diferentes concentragdes sobre o
crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum
Indice de velocidade de crescimento micelial

Extrato aquoso Concentracéo

1% 5% 10% 25%
Estilosante 4.7629a 5.7895a 5.0812a 0.1500a
Milheto 4.7672a 8.1020c 7.9479b 8.4125d
Brachiaria rhuzizienzis 4.7678a 7.4979b 7.8375b 6.5646¢
Mombagca 4.7653a 8.8020c 7.2833b 7.4479d
Crotaléria 4.9283a 7.1229b 7.0145b 8.0645d
Feijdo-guandu-ando 4.7620a 7.1166b 6.3625b 6.6958¢
Testemunha 4.7687a 4.7687a 4.7687a 4.7687b
CV 14,70

Médias seguidas com a mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Na concentracdo de 10%, os extratos das plantas de cobertura se
comportam de maneira semelhante a concentracéo anterior, tendo a testemunha

e o tratamento com estilosantes diferido dos demais tratamentos.
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Na concentragdo de 25%, os extratos das plantas milheto, mombaca e
crotalaria obtiveram as maiores taxas de crescimento micelial, seguidos de
Brachiaria rhuzizienzis e feijdo-guandu-anao.

Os resultados ndo concordam com os resultados obtidos por Pinto et al.
(1998), que verificaram que o extrato aquoso de Crotalaria paulina inibiu o
crescimento micelial de Sclerotium cepivorum em 67%, 53% e 27%, nas doses
de 0,01%, 0,1% e 1%, respectivamente. Os autores observaram também que o
extrato aquoso de Brachiaria humidicola reduziu o crescimento micelial em
torno de 64% na dose de 1%. Esses autores atribuiram o efeito do sucesso
devido a concentracdo de saponinas.

No presente trabalho, o Unico extrato que reduziu o crescimento micelial
foi o extrato da planta de estilosantes, que pode conter compostos nocivos aos
fungos, em altas concentragdes. Segundo Sutherst, Jones e Schnitzerling (1982),
as plantas de estilosantes séo recobertas por tricomas que secretam um fluido
viscoso, responsavel pela defesa contra insetos que se alimentam de plantas. E
possivel afirmar que esse fluido pode apresentar também agdo antiflngica.
Zimmerman, Garris e Beaver (1984) ressaltam que essas plantas apresentam
papel reconhecido contra carrapatos. Sendo assim, ao obter extratos aquosos
destas plantas, substancias antagonicas a alguns organismos, entre eles o fungo

Sclerotinia sclerotiorum, podem ser extraidas.

3.2 Influéncia do extrato das plantas de cobertura na germinacéo micelial

do esclerodio

A germinacdo micelial dos esclerédios ocorreu 12 horas apds a
instalacdo do experimento, conforme dados da Tabela 2. Foi observado denso
crescimento micelial para todos os tratamentos, com excecdo do extrato de

estilosantes e testemunha.
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Tabela 2 Porcentagem de germinacdo micelial dos esclerédios, em funcéo dos
extratos aquosos a 25%, 12 horas apés a instalacdo do experimento

Germinagdo micelial dos esclerddios

Extrato aquoso

%

Estilosante 11,25a
Milheto folha 50,00b
Milheto haste 47,00b
Brachiaria rhuzizienzis folha 48,50b
Brachiaria rhuzizienzis haste 47,00b
Mombaca folha 47,00b
Mombaca haste 47,00b
Crotaléaria folha 47,00b
Crotalaria haste 47,00b
Feijdo-guandu-anao folha 47,00b
Feijdo-guandu-ando haste 47,00b
Testemunha 9,50a
CcVv 8,08

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

Na avaliacdo dos 14 dias, foi verificado que ndo houve germinacdo de
outros esclerddios e os valores se mantiveram iguais aos da primeira avaliagéo.
Os resultados mostram que os extratos da plantas estudadas interagem com o
fungo, promovendo um denso crescimento micelial. Segundo Huang (1985), a
completa formacdo da cada de melanizacdo impede a imediata germinacdo de
esclerédios na falta de nutrientes fornecidos exogenamente, 0 que promove
dorméncia. Entdo, pode-se inferir que os extratos das plantas de cobertura, com
excecdo do extrato de estilosantes, fornecem quantidade adicional de nutrientes,
0 que permite a germinagdo em poucas horas. A ocorréncia da germinacdo na
testemunha e no tratamento com estilosantes pode ser explicada pela existéncia
de nutrientes presentes na mistura solo+areia suficientes para incitar
germinacdo. Lopes et al. (2008) admitem a possibilidade da relacdo entre

fertilidade do solo e incidéncia de Fusarium oxysporum f.sp cubense.
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3.3 Influéncia do extrato vegetal sobre a germinacéo de apotécios
Os resultados mostraram que 0 numero de apotécios germinados nédo
diferiu estatisticamente para os tratamentos aos 30 e 37 dias apos a instalagdo do

experimento (Tabela 3).

Tabela 3 Extratos das plantas de cobertura sobre a germinagéo de apotécios dos
esclerddios, em funcdo dos dias ap6s a instalacdo do experimento

Numero de apotécios germinados

Dias ap0s a instalagao

Extrato aquoso

30 37 45 59
Estilosante 0,75a 9,75a 16,00ab  6,75a
Milheto folha 1,50a 9,75a 17,50ab  6,50a
Milheto haste 2,00a 10,75a 18,75ab  7,75a
Brachiaria rhuzizienzis folha 3,25a 11,50a 17,25ab  5,25a
Brachiaria rhuzizienzis haste 0,25a 3,00a 10,25ab  6,25a
Mombaca folha 1,50a 9,75a 19,75ab 12,00a
Mombaca haste 1,00a 12,50a 15,00ab 5,75a
Crotalaria folha 1,00a 7,50a 13,75ab 12,00a
Crotaléria haste 1,25a 7,00a 15,75ab 12,25a
Feijdo-guandu-ando folha 1,50a 4.25a 6,75a 3,00a
Feijdo-guandu-an&o haste 0,75a 7,50a 16,25ab  7,75a
Testemunha 2,25a 11,50a 24,00b 13,50a
CcVv 38,37

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

Aos 45 dias, o tratamento feijdo-guandu-ando-folha diferiu da
testemunha, porém, foi igual aos demais tratamentos. Aos 59 dias, ndo houve
diferenca significativa entre 0 nimero de apotécios formados, mas foi observada
significativa redugdo de apotécio, devido a morte dos que germinaram primeiro.

Com base nos resultados, a germinagdo de apotécios ndo se apresentou
influenciada pela presenca dos extratos. E importante ressaltar que n&o existe um

namero determinado de apotécios que um esclerodio pode produzir.
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3.4 Influéncia do extrato vegetal sobre o nimero de esclerédios germinados

carpogénicamente

Os resultados expressos na Tabela 4 seguiram a tendéncia em relagdo ao
nimero de apotécios germinados, ndo tendo o numero de esclerddios
germinados carpogénicamente diferido entre os tratamentos na primeira e na
segunda avaliacdo, ocorrida aos 30 e aos 37 dias apds a instalacdo do

experimento.

Tabela 4 Porcentagem de esclerddios germinados carpogénicamente, em funcao
dos extratos vegetais

Porcentagem de esclerédios germinados

Dias apos a instalacdo

Extratos aquosos

30 37 45 59

Estilosante 3,12a 32,81a 54,69ab 18,75ab
Milheto folha 9,37a 39,05a 56,25ab 28,12ab
Milheto haste 9,38a 42,19a 64,06ab 23,48ab
Brachiaria rhuzizienzis folha 6,25a 42,19a 57,81ab 29,69ab
Brachiaria rhuzizienzis haste  1,56a 17,19a 40,62ab 26,56ab
Mombaca folha 7,81a 31,25a 57,81lab 50,00ab
Mombaca haste 4,69a 48,444 60,94ab 26,56ab
Crotalaria folha 6,25a 26,56a 53,12ab 50,00ab
Crotaléria haste 4,69a 32,81a 51,56ab 68,63b
Feijdo-guandu-ando folha 6,25a 17,19a 28,10a 12,50a
Feijdo-guandu-anao haste 1,56a 28,13a 59,37ab 26,56ab
Testemunha 7,81a 37,50a 81,25b 59,38ab
CVv 30,94

Médias seguidas da mesma letra ndao diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade

Na avaliacdo de 45 dias, o tratamento feijdo-guandu-ando-folha diferiu
da testemunha, porém, foi igual aos demais tratamentos. A testemunha também

foi estatisticamente igual aos demais tratamentos. Aos 59 dias, o tratamento com
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feijdo-guandu-ando folha diferiu dos valores obtidos para o tratamento crotalaria
haste. No entanto, ndo houve diferenca entre os demais tratamentos.
Com base nos resultados, € possivel deduzir que a presenga de extratos

vegetais ndo afeta o nimero de esclerddios germinados carpogenicamente.

3.5 Porcentagem de germinacao dos ascosporos, em funcédo dos extratos das

plantas de cobertura com e sem a adic¢éo de sulfato de streptomicina

O inicio da germinacdo ocorreu duas horas e trinta minutos apos a
instalacdo do experimento (Figura 2). Assim, pode-se deduzir que a germinacao
dos ascOsporos no campo inicia-se pouco tempo depois da liberacdo destes pelo

apotécio.

Figura 2 Ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum germinado e ndo germinado

Na avaliacdo para discriminar quantos ascosporos estavam germinados,
foi observada a presenga de uma populagdo microbiana composta

principalmente de bactérias, quando ndo foi adicionado antibidtico. Essa
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populacdo se encontrava associada aos apotécios utilizados para a obtencdo da
suspensdo de ascosporos e, em funcdo desta populacdo influenciada pelos
extratos das plantas de cobertura, obtiveram-se comportamentos diferenciados

para a germinacao dos esporos do fungo (Tabela 5).

Tabela 5 Porcentagem de germinagdo dos ascdsporos, em fungdo dos extratos
das plantas de cobertura com e sem adicéo de sulfato de streptomicina

Com adicao de antibi6tico

Extratos aquosos 24 horas
1% 5% 10% 25%
Estilosante 95a 96a 97a 97a
Milheto 95a 96a 97a 97a
Brachiaria rhuzizienzis 98a 97a 98a 98a
Mombaca 97a 96a 96a 98a
Crotalaria 100a 100a 96a 99a
Feijdo-guandu-anao 95a 96a 96a 97a
Testemunha 98a 97a 96a 95a
CVv 1,12
24 horas
Sem adicdo de antibiotico
Estilosante 43a 36a 29a 23a
Milheto 99,25b 100b 100b 100b
Brachiaria rhuzizienzis 100b 100b 100b 100b
Mombaca 100b 100b 100b 100b
Crotalaria 100b 100b 100b 100b
Feijdo-guandu-anéo 100b 100b 100b 100b
Testemunha 77,25¢ 78,00c 77,35¢C 79c
48 horas
Sem adi¢do de antibidtico
Estilosante 26,98a 27,05a 27a 27,25a
Milheto 99,25b 100b 100b 100b
Brachiaria rhuzizienzis 100b 100b 100b 100b
Mombaca 100b 100b 100b 100b
Crotalaria 100b 100b 100b 100b
Feijdo-guandu-ando 100b 100b 100b 100b
Testemunha 89,25¢ 89,35¢c 87,93c 88,76¢C
CVv 1,19

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade
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Os resultados expressos na Tabela 5 demonstram que os extratos das
plantas de cobertura, em todas as concentra¢des, ndo diferiram, apos 24 horas da
instalacdo do experimento, em relacdo a testemunha, quando adicionado sulfato
de streptomicina, tendo os resultados sido semelhantes apds 48 horas. Embora
ndo tenha havido diferenca quanto a germinacdo, foi possivel observar maior
desenvolvimento micelial as 48 horas nos tratamentos com extratos de milheto,
Brachiaria rhuzizienzis e feijdo-guandu-ando, em relacdo a testemunha. Neste
caso, é provavel que esses extratos sirvam como substrato ao desenvolvimento
do fungo.

Quando ndo adicionado o sulfato de streptomicina, a populagéo
microbiana se comportou de maneira diferenciada entre os tratamentos. Em
todas as concentracdes testadas o extrato de estilosantes inibiu a germinagéo dos
ascasporos por permitir o aumento da populacdo de microrganismos. Sugere-se
que, neste extrato, existam compostos atrativos ao seu desenvolvimento. Como
consequéncia do aumento desta populacdo, maior quantidade de substancias
nocivas ao fungo pode ser produzida. Segundo Kennedy (1999), as bactérias
produzem metabolitos capazes de inibir o crescimento de outros
microrganismos.

Nos demais tratamentos, os extratos foram eficientes na inducdo da
germinacdo, mesmo quando presente uma populacdo microbiana. O aporte de
nutrientes fornecidos por esses extratos pode ter permitido a plena germinacéao
dos ascosporos, anulando os efeitos da populacdo microbiana. Os resultados da
testemunha, auséncia de extrato, suportam a ideia do aporte de nutrientes, ja que
neste tratamento obteve-se menor nimero de ascdsporos germinados e foi

observado menor crescimento micelial as 48 horas da instalacdo do experimento.
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4 CONCLUSOES

A 25%, o extrato de estilosantes controla o desenvolvimento micelial de
Sclerotinia sclerotiorum em meio BDA. Os demais extratos servem de substrato
ao desenvolvimento do fungo;

Os extratos das plantas de cobertura, com excec¢do do estilosantes, também
induzem o crescimento micelial dos esclerddios, porém, ndo influenciam a
germinacdo carpogénica e 0 numero de apotécios formados;

O extrato da planta de estilosantes age indiretamente, impedindo a
germinacdo dos ascosporos por induzir o aumento da flora microbiana associada

ao apotécio. Os demais extratos induzem o crescimento micelial dos ascdsporos.
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CAPITULO 4

Exsudatos radiculares de plantas de cobertura no desenvolvimento de

Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO

O sistema radicular das plantas, além da funcdo de sustentacdo e
absorcdo de agua e nutrientes, exerce grande influéncia sobre a populagdo de
microrganismos presentes no solo. Devido as substancias que exsudam, as raizes
determinam o quimiotactismo, positivo ou negativo, de acordo com compostos
atrativos ou repelentes, respectivamente. Assim, o presente trabalho foi realizado
com o objetivo de conhecer a influéncia de alguns exsudatos radiculares das
plantas de cobertura conhecidas como crotalaria, capim-braquiaria, capim-
mombaca, milheto, feijdo-guandu-ando e estilosantes. Para a liberacdo dos
exsudatos, as raizes de plantas cultivadas durante 24 dias foram submetidas a
centrifugacdo, a 1.890 rotacBes por minuto, durante 10 minutos. Obtido os
exsudatos, estes foram esterilizados por processos de filtragem, com a utilizacdo
de membrana com poro de 0,22um. Os filtrados foram armazenados em tubos e
acondicionados a -20°C, para posterior utilizacdo. O efeito dos exsudatos foi
estudado em relacdo a crescimento micelial, germinacdo micelial e carpogénica
do esclerédio e germinacdo dos ascésporos de Sclerotinia sclerotiorum. As
concentracgdes utilizadas foram 1%, 10% e 25%, obtidas por meio da diluicdo em
agua destilada esterilizada. Os resultados mostraram que no crescimento micelial
houve diferenca em funcdo do exsudato nas concentracGes de 1% e 10%. Os
exsudatos ndo influenciaram a germinacdo micelial dos esclerédios. Para a
germinacdo carpogénica, houve diferenca quanto ao nimero de apotécios
germinados aos 52 e 60 dias apds a instalacdo do experimento. Quanto aos
ascosporos, os exsudatos radiculares de feijdo-guandu-ando e estilosantes
inibiram a germinagdo quando ndo foi adicionado sulfato de streptomicina.

Palavras-chave: Manejo cultural. Exsudato radicular. Sclerotinia sclerotiorum.



76

ABSTRACT

The root system of plants beyond the supporting function and absorption
of nutrients and water exerts great influence on the population of
microorganisms in the soil. Due to these substances by the roots exsudated
determine the chemotactic, positive or negative, according to attractive or
repellent compounds, respectively. So the objective was to explore the influence
of root exudates of some cover plants known as Crotalaria juncea, Brachiaria
rhuziziensis, Panicum maximum cv. mombaga, Pennisetum glaucum, Cajanus
cajan and stylosanthes. For the release of exudates roots of plants grown for 24
days, were subjected to centrifugation at 1890 rpm for 10 minutes. Retrieved
these exudates were sterilized by filtering processes using a membrane with pore
size of 0.22 micrometers. The filtrates were stored in tubes and stored at -20 ° C
for later use. The effect of the exudates were studied in relation to mycelial
growth, mycelial and carpogenic germination of sclerotia and germination of
ascospores of Sclerotinia sclerotiorum. The concentrations used were 1, 10 and
25% obtained by dilution in sterile water. The results showed significant
difference in mycelial growth as a function of the exudates at concentrations of 1
and 10%. The exudates did not affect mycelial germination of sclerotia. For
carpogenic germination the only difference was in the number of apothecia
germinated at 52 and 60 days after the experiment. Concerning the ascospores of
Cajanus cajan and Stylosanthes root exudates inhibited germination when it was
added streptomycin sulfate.

Keywords: Management culture. Root exudate. Sclerotinia sclerotiorum.
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1 INTRODUCAO

As raizes das plantas, além da fungdo de sustentacdo, absorcdo de agua e
nutrientes, produzem também compostos conhecidos como exsudatos
radiculares. Esses compostos sdo substancias produzidas pelas plantas e
liberadas no ambiente, neste caso na rizosfera. Segundo Jones e Darrah (1993),
0s principais componentes desses exsudatos sdo glucideos, acidos organicos,
aminoacidos e compostos fenolicos.

Siqueira, Safir e Nair (1991) relataram que os isoflavonoides
formononetina e biocanina, exsudatos por raizes de trevo, estimulam o
crescimento micelial e a colonizagdo das raizes por fungos micorrizicos-
arbusculares. Segundo Smith e Gianinazzi-Pearson (1989), alguns sinais das
plantas, oriundos de exsudatos, podem ser necessarios para O crescimento
micelial de fungos, mesmo que ndo ocorra contato fisico.

A proporgdo e a composi¢cdo desses compostos variam em funcdo da
espécie da planta, das condicBes fisiologicas, da idade da planta, de
impedimentos mecéanicos ao crescimento da raiz, da condigdo nutricional e de
fatores ambientais (BAREA et al., 2005; LIU et al., 2004; RICHARSDON et al.,
2009). Segundo Liebersback, Steingrodti e Claassen (2004), sob certas
condicBes de estresse hidrico e nutricional hd um incremento na liberacdo de
exsudatos radiculares. Em vérios estudos tem sido demonstrado que pode haver
diferencas quanto a liberacdo de exsudatos dentro da mesma espécie. Alguns
autores relatam que varios gendtipos influenciam a comunidade microbiana
presente nas raizes, em razdo da diferenca na sinalizacdo eliciada,
principalmente se esta em situagdo de estresse (BAREA et al., 2005;
HINSINGER, 2001; MARSCHNER et al., 2001).

Esses exsudatos radiculares podem exercer quimiotactismo na interacao

com microrganismos do solo, sendo positivo quando essas substancias sao
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atrativas e negativo quando estas sdo repelentes. Hawes e Brigham (1992)
apresentaram possiveis mecanismos para melhor compreender a interacdo entre
0s exsudatos e 0s microrganismos. De acordo com esses autores, o efeito pode
ser direto, com a atracdo para rizosfera e provimento de nutrientes para o
crescimento de microrganismos e indiretos, com o estimulo do crescimento de
microrganismos antagonistas e mudancas no ambiente quimico. Hungria et al.
(1997) relatam que exsudatos oriundos de feijao e milho incrementam a taxa de
crescimento de Rhizobium sp. e Azospirillum lipoferum, respectivamente,
responsaveis pela fixacdo biol6gica nessas plantas.

Segundo Nelson (1990), muitos fungos fitopatogénicos sobrevivem no
solo em estado quiescente. Para sair deste estado, ha a necessidade do contato
entre moléculas presentes em exsudatos de sementes e raizes e o propagulo
dormente para que as interagdes patdgeno-raiz se iniciem. Propagulos de quase
todos os géneros de fitopatdgenos habitantes do solo respondem aos exsudatos
das sementes e raizes (BOWEN; ROVIRA, 1991). Segundo Becard e Piche
(1989), os exsudatos atuam como indutores da formacdo do apressorio,
promovendo o contato entre a hifa fungica e a célula vegetal, e assim atua
também no processo pré-infectivo do fungo. Coelho et al. (2007) admitem que é
possivel que as raizes da alface produza exsudato que estimula o crescimento
bacteriano.

O fungo Sclerotinia sclerotiorum estd incluido no reino Fungi, filo
Ascomycota, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae (AGRIOS, 2005). O
amplo espectro de hospedeiros € um dos aspectos que dificultam o seu manejo.
Segundo Boland e Rall (1994), é patogénico a 48 familias, 278 géneros e 408
espécies de plantas. A capacidade infectiva dos propagulos deste fungo é
adquirida somente ap6s a absorcdo de determinadas substancias quimicas, como
aclcares e aminoacidos (REDINGTON; PETERSON, 1971; SCHROTH;
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SNYDER, 1960). Em outros fungos, o exsudato produzido pelo vegetal pode
exercer agéo inibitoria ou deletéria (DHINGRA,; SINCLAIR, 1985).

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de conhecer a
influéncia dos exsudatos radiculares das plantas de cobertura sobre crescimento
micelial, germinacdo micelial e carpogénica dos esclerddios e germinacdo dos

ascosporos do fungo Scleratinia sclerotiorum.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi composto de sete tratamentos, em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repetices, instalado em Lavras, MG,
localizada a 21°14°43” latitude sul, 44° 59°59” longitude oeste e altitude de 919
m. O experimento foi conduzido de janeiro a julho de 2010. Os resultados
obtidos foram submetidos & analise de variancia e, quando significativo pelo
teste F, as médias foram comparadas pelo teste estatistico, por meio da

ferramenta Sisvar.

2.1 Obtencéo dos exsudatos radiculares das plantas de cobertura

Foram utilizadas as plantas de cobertura crotalaria (Crotalaria juncea
L.), braquiaria (Brachiaria rhuziziensis), capim-mombaca (Panicum maximum
cv. Mombaca), milheto (Pennisetum glaucum), feijdo-guandu-ando (Cajanus
cajan (L.) Millsp.) e estilosantes (Stylosanthes capitata x Stylosanthes
macrocephala).

Os exsudatos radiculares foram obtidos de acordo com a metodologia
desenvolvida por Campos, Campos e Coimbra (2006). Para a producdo de
raizes, as plantas de cobertura foram semeadas em bandejas contendo areia
esterilizada com a utilizagdo de autoclave, segundo metodologia desenvolvida
por Menezes e Silva-Hanlin (1997). Ap6s o plantio, elas foram mantidas em
casa de vegetacdo por um periodo de 24 dias, apds o que as plantas foram
levadas ao laboratorio.

Na cdmara de fluxo laminar, os sistemas radiculares foram separados da
parte aérea pelo corte na regido do colo e transferidos para placas de Petri com
papel filtro estéril, umedecido com &gua destilada esterilizada. Apds essa

operacdo, as raizes foram colocadas em tubo plastico cénico de 45 mm de altura
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com 10 mm de didmetro superior e 4 mm de didmetro inferior (adaptacdo feita
com ponteira de 1 ml e tubos Ependorf de 1,5ul). Esse didametro inferior foi
seccionado e recoberto com uma membrana de 0,22 p, sobreposta por uma tela
de 0,025 mm para evitar o rompimento da membrana.

Na parte superior do tubo, foram colocadas as raizes, sendo vedado na
extremidade com parafilme. ApoGs esse procedimento, todo o conjunto foi
centrifugado, a 1.890 rpm, por 10 minutos. Na centrifugacdo, o exsudato
radicular da superficie das raizes passou pela membrana, sendo depositado no
tubo inferior. Em seguida, o tubo com o exsudato foi devidamente vedado e

armazenado sob auséncia de luz, a -20°C, para posterior utilizacéo.

2.2 Influéncia dos exsudatos radiculares sobre o crescimento micelial

Para avaliar o efeito dos exsudatos radiculares sobre o crescimento
micelial do fungo, foram utilizadas placas de Petri estéreis com 9 mm de
didmetro, ques foram preenchidas com 20 ml do meio BDA (batata-agar-
dextrose). Antes da solidificacdo do meio, foram adicionados os exsudatos das
plantas de cobertura. As concentragdes utilizadas foram de 1%, 10% e 25%.
Cada placa recebeu apenas um exsudato com seu respectivo tratamento numa
determinada concentracdo. A testemunha continha somente 0 meio BDA sem
adicdo dos exsudatos radiculares. Apo6s esse processo, um disco de BDA
contendo micélio foi disposto no centro da placa.

As placas foram vedadas com parafilme e acondicionadas em camara de
crescimento BOD, a temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas. As
avaliagdes do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum foi feita a cada
12 horas, até que este preenchesse toda a placa. O indice de velocidade de
crescimento micelial (IVCM) foi calculado pela férmula adaptada por Salgado et
al. (2003).
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2.3 Influéncia dos exsudatos radiculares na germinacdo micelial e

carpogénica dos esclerodios

Para avaliar o efeito dos exsudatos radiculares das plantas de cobertura
foram utilizadas caixas plasticas Gerbox preenchidas até a metade pela mistura
de solo e areia, previamente esterilizada com a utilizacdo de autoclave, na
proporcdo de 1:1. Foram adicionados 50 ml de agua destilada para garantir um
ambiente adequado para a germinacgdo dos esclerodios.

Os esclerddios ficaram imensos por 5 minutos em cada exsudato
respectivo ao tratamento. ApOs esse procedimento, foram dispostos 16
esclerédios em cada caixa plastica, de maneira equidistante. A caixa foi fechada
com tampa e as laterais vedadas com parafilme.

As caixas foram mantidas em camara de crescimento BOD, a
temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de 45 dias, 0
suficiente para a formagdo de apotécio. Com a formacdo dos primeiros
apotécios, 100 ul de cada exsudato radicular foi adicionado em cima de cada
escler6dio com seu respectivo tratamento. Foram avaliados o numero de
esclerédios germinados, o tipo de germinagdo e o numero total de apotécios
formados.

2.4 Influéncia dos exsudatos radiculares sobre a germinacao dos ascosporos

Para avaliar a influéncia dos exsudatos radiculares sobre os ascdsporos
de Sclerotinia sclerotiorum, os esclerddios foram dispostos em caixas plasticas
Gerbox, nas mesmas condi¢fes da testemunha do item 2.3. Apds a germinagdo
dos apotécios, cinco dessas estruturas foram imersas em 10 ml de 4gua destilada
contida num cadinho e foram macerados com o pistilo por 3 minutos. Assim, foi

obtida a suspensao de ascOsporos.
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Neste experimento, foi utilizada a placa destinada para o teste conhecido
como ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), tendo cada orificio desta
placa recebido um tratamento. Foram transferidos para esses orificios 100 pl da
suspensdo de ascosporos, tendo cada concentracdo (1%, 5%, 10% e 25%) sido
obtida por meio de diluicio em &gua destilada esterilizada, bem como pela
adicdo dos exsudatos radiculares. Essa placa foi mantida em camara de
crescimento BOD, a temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas.

O mesmo procedimento foi repetido duas vezes, com uma diferenca: no
primeiro ndo houve a adi¢do de nenhum antibiético, enquanto no segundo foram
adicionados 10 g de sulfato de streptomicina.

Para verificar o efeito direto sobre a germinacdo dos ascosporos foi
utilizada a objetiva de 40 vezes de um microscopio Gptico, em que 0s primeiros
100 ascosporos visualizados foram discriminados em germinados, quando o
crescimento micelial era duas vezes o didmetro do ascosporo ou nao
germinados, depois de decorridas 24 e 48 horas da instalacdo do experimento. O
resultado utilizado foi a média de 4 avaliacbes realizadas para aferir a
germinacdo do ascosporo.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Influéncia dos exsudatos radiculares no crescimento micelial

Os resultados da Tabela 1 demonstram que, na concentracdo de 1%, os
exsudatos radiculares das plantas Brachiaria rhuzizienzis, crotalaria e feijéo-
guandu-ando obtiveram o menor indice de velocidade de crescimento micelial.
Na concentracdo de 10%, apenas 0s exsudatos das plantas de Brachiaria
rhuzizienzis obtiveram reducdo no indice de velocidade do crescimento micelial.

Para a concentracdo de 25% néo houve diferenca entre os tratamentos.

Tabela 1 Exsudatos radiculares das plantas de cobertura em diferentes
concentracdes sobre o indice de velocidade de crescimento micelial

Concentragdes
Exsudato radicular IVCM

1% 10% 25%
Estilosante 14,60b 13,29b 14,13a
Milheto 13,64b 13,30b 13,03a
Brachiaria rhuzizienzis 12,01a 11,14a 13,01a
Mombaca 13,77b 14,72b 14,31a
Crotaléria 11,92a 13,09b 12,86a
Feijdo-guandu-ando 12,01a 14,11b 14,16a
Testemunha 14,39b 14,39b 14,39
CcVv 8,63

Médias seguidas com a mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Os resultados permitem deduzir que as plantas de cobertura que
obtiveram o menor indice de velocidade de crescimento micelial tém algumas
substancias que agem como inibidoras do crescimento micelial quando em
baixas concentragdes. Diz, Carvalho e Gomes (2003) relataram que as plantas
exsudam substancias atraves da superficie de raizes e alguns desses compostos

possuem a fungéo de protecao das plantas contra infecges bacterianas.
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3.2 Influéncia dos exsudatos radiculares das plantas de cobertura na

germinacao micelial dos esclerodios

Os exsudatos radiculares nao influenciaram a germinagdo micelial dos
esclerodios (Tabela 2). A camada de melanizacdo existente nos esclerddios pode

ter impedido o contato direto do exsudato radicular.

Tabela 2 Germinacdo micelial dos esclerédios, decorridos 14 dias sobre a
influéncia dos exsudatos radiculares de diferentes plantas de
cobertura

Crescimento micelial dos esclerddios

Exsudato radicular

14 dias
Estilosante 1,10a
Milheto 1,21a
Brachiaria rhuzizienzis 1,10a
Mombaca 1,21a
Crotalaria 1,31a
Feijdo-guandu-anao 1,21a
Testemunha 1,21a
CcVv 18,95

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade
Dados transformados (x+1)"0,5.

Embora o teor de nutrientes desses exsudatos ndo tenha sido
determinado, pode ser que a quantidade destes nos exsudatos seja baixa, nao
tendo a quantidade empregada neste experimento sido suficiente para a
promogdo da germinacdo. Segundo Chitarra et al. (2002), o crescimento de
Colletotrichum gossypii foi acentuado em susbtratos contendo exsudatos de

sementes deslintadas de algodéo.
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3.3 Influéncia dos exsudatos radiculares das plantas de cobertura no

namero de apotécios germinados

Os resultados mostram que houve diferenca entre os tratamentos apenas
aos 52 e 60 apds a instalacdo do experimento. Nessas avalia¢Oes, 0s exsudatos
das plantas de estilosantes, Brachiaria rhuzizienzis e feijdo-guandu-anao

induziram maior formacdo de apotécios em relacdo aos demais tratamentos.

Tabela 3 Numero de apotécios germinados sob a influéncia dos exsudatos
radiculares das plantas de cobertura
Numero de apotécios germinados

Exsudato radicular Dias ap0s a instalagao
30 42 52 60

Estilosante 3,00a 19,75a 20,75b 23,25b
Milheto 1,50a 13,75a 18,33a 18,00a
Brachiaria rhuzizienzis 2,75a 15,75a 20,33b 22,25b
Mombaca 1,25a 12,25a 16,33a 17,50 a
Crotalaria 3,75a 13,25a 15,00a 16,50a
Feijdo-guandu-anéo 2,25a 16,50a 22,67b 21,5b
Testemunha 4,00a 12,50a 16,33a 18,75a
CcVv 25,32

Médias seguidas da mesma letra e na mesma coluna ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott, a 5% de probabilidade

Pode-se admitir que os exsudatos liberados pelas plantas de cobertura
estilosantes, Brachiaria rhuzizienzis e feijdo-guandu-ando tém substancias
indutoras ou sinalizadoras para a germinacao carpogénica num maior espaco de
tempo. Vale ressaltar que a quantidade de apotécios produzidos por um
esclerodio é variavel, ndo existindo, ainda, explicacdo de forma clara sobre

COmo esse evento ocorre.
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3.4 Influéncia dos exsudatos radiculares das plantas de cobertura no

namero de esclerodios germinados carpogenicamente

Os resultados da Tabela 4 demonstram que ndo houve diferenca
significativa em relacdo ao nimero de esclerédios germinados. Assim, todos 0s
exsudatos radiculares empregados ndo inibiram e nem promoveram a

germinacdo carpogénica dos esclerédios.

Tabela 4 Influéncia dos exsudatos das plantas de cobertura no numero de
esclerédios germinados carpogenicamente

N° de esclerédios germinados carpogenicamente

Exsudato radicular

30 42 52 60
Estilosante 16,67a 94.44a 94,45a 97,23a
Milheto 16,67a 86,11a 96,30a 94,45a
Brachiaria rhuzizienzis 19,44a 94,444 100a 97,23a
Mombaca 8,33a 77,78a 92,45a 94,45a
Crotalaria 22,22a 86,11a 88,89a 88,89a
Feijdo-guandu-anéo 19,44a 91,68a 92,60a 91,67a
Testemunha 24,99a 94,44a 96,30a 100a
cv 14,00

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade

3.5 Influéncia dos exsudatos radiculares das plantas de cobertura no

numero de ascdsporos germinados

Os resultados da Tabela 5 demonstram que, quando foi adicionado
sulfato de streptomicina, todos os exsudatos radiculares permitiram a
germinacdo dos ascosporos, ndo tendo sido observadas diferengas quanto ao
crescimento micelial dos ascésporos. Os resultados nas concentragfes utilizadas

ndo tém efeito sobre a germinacdo dos ascosporos.
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Quando ndo foi adicionado sulfato de streptomicina, 0s exsudatos
radiculares das plantas de estilosantes e feijdo-guandu-ando obtiveram os
menores valores, inibindo a germinacao dos ascasporos. O resultado é explicado
pelo expressivo aumento na populacdo bacteriana promovida por esses

exsudatos radiculares.

Tabela 5 Porcentagem de germinacdo dos ascosporos em funcdo dos exsudatos
radiculares das plantas de cobertura com e sem adi¢do de sulfato de
streptomicina

Com adicéo de antibiotico

Extratos aquosos 24 horas

1% 5% 10% 25%
Estilosante 95a 96a 97a 97a
Milheto 95a 96a 97a 97a
Brachiaria rhuzizienzis 98a 97a 98a 98a
Mombaca 97a 96a 96a 98a
Crotalaria 100a 100a 96a 99a
Feijdo-guandu-anao 95a 96a 96a 97a
Testemunha 98a 95a 93a 9la
CVv 3,14

24 horas
Sem adicdo de antibiotico

Estilosante ba 4a 4a 3a
Milheto 98¢ 99c¢ 97c 98¢
Brachiaria rhuzizienzis 98¢ 99c¢ 98¢ 100c
Mombaca 100c 97c 98c 95¢c
Crotalaria 95¢ 98¢ 96¢ 100c
Feijdo-guandu-anao %9a 8a 5a Ta
Testemunha 85b 86b 84b 79b
CVv 3,59

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Segundo Balota et al. (1995), os exsudatos radiculares estimulam o
crescimento na populagdo de bactérias diazotroficas, in vitro, a partir das
primeiras 24 horas. Paula e Siqueira (1990) relataram que 0S compostos

exsudatos pela planta podem atuar como sinais moleculares, o que ativa o
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crescimento micelial dos fungos, assim como o de bactérias. Com o0 aumento da
populagdo hé o incremento na producgéo de metabolitos que podem possuir efeito
fungistatico ao fungo. De acordo com Kennedy (1999), as bactérias produzem
metabolitos capazes de inibir o crescimento de outros microrganismos.

Vérios autores relataram que a quantidade e a qualidade dos exsudatos
liberados pela raiz alteram a composi¢do quimica do solo e influenciam a
comunidade bacteriana, colonizam a rizosfera e utilizam esses exsudatos como
fonte de carbono (BAUDOIN; BENIZRI; GUCKERT, 2001; GRAYSTON et
al., 1998; RICHARDSON et al., 2009).

A testemunha se comportou de maneira intermediaria. Os exsudatos de
milheto, Brachiaria rhuzizienzis, mombaca e crotalaria promoveram a
germinacdo bem como um expressivo crescimento micelial dos ascdsporos.
Estes exsudatos podem conter compostos que estimulem o crescimento micelial.
Resultado semelhantes foram encontrados por Balota et al. (1995), ao

trabalharem com fungo micorrizico-arbuscular Gigospora gigantea.
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4 CONCLUSOES

Os exsudatos radiculares das plantas de cobertura Brachiaria rhuzizienzis,
crotaléria e feijdo-guandu-ando, na concentragdo de 1%, inibem o crescimento
micelial. Os exsudatos radiculares de Brachiaria rhuziziensis na concentracdo de
10% inibem o crescimento micelial;

Os exsudatos radiculares ndo influenciam a germinacdo micelial e a
germinacdo carpogénica dos esclerédios;

Os exsudatos radiculares de estilosantes, Brachiaria rhuzizienzis e feijao-
guandu-ando promovem a germinacdo carpogénica aos 52 e aos 60 dias;

A germinacdo dos ascdsporos é inibida pelos exsudatos das plantas
estilosantes e feijdo-guandu-ando, quando ndo é adicionado sulfato de

streptomicina.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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