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RESUMO

Extratos vegetais podem interferir no ciclo de vida dos fitopatégenos por promover ou inibir o
desenvolvimento. Com base nessa propriedade, este trabalho foi realizado com o objetivo de estu-
dar o efeito dos extratos aquosos das plantas de cobertura crotaldria (Crotalaria juncea), braquidria
(Brachiaria ruziziensis), capim-mombagca (Panicum maximum cv. mombaca), milheto (Pennisetum
glaucum), feijao-guandu-ando (Cajanus cajan) e estilosantes (Stylosanthes capitata x Stylosanthes
macrocephala) sobre o crescimento micelial, germina¢ao carpogénica e micelial dos esclerédios
e germinacado dos ascésporos do fungo Sclerotinia sclerotiorum. As etapas do experimento foram
desenvolvidas em casa de vegetacdo, cAmaras de crescimento e laboratério. As concentracdes dos
extratos utilizadas foram de 1%, 5%, 10% e 25%. Para verificar a influéncia dos extratos sobre a
germinacao micelial e carpogénica dos esclerédios, foi utilizada somente a concentragao de 25%.
Os resultados sobre o crescimento micelial mostraram que o extrato da planta de Stylosanthes sp.
inibiu o desenvolvimento do patégeno apenas na concentracao de 25%. Para a germinagao micelial
dos esclerédios, verificou-se que os extratos induziram a germinagdo 12 horas ap6s a instalagao
do experimento, exceto o Stylosanthes sp. Na germinacao dos ascosporos, apenas o extrato de
Stylosanthes sp. impediu a germinagdo.
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ABSTRACT

PLANT EXTRACTS OF COVER CROPS IN THE DEVELOPMENT OF SCLEROTINIA
SCLEROTIORUM. Plant extracts may interfere with the life cycle of pathogens by promoting or
inhibiting development. Based on this property, the present study aimed to evaluate the effect of
aqueous extracts of the cover plants crotalaria (Crotalaria juncea), brachiaria (Brachiaria ruziziensis),
panicum maximum grass (Panicum maximum cv. mombaga), millet (Pennisetum glaucum), pigeon
peadwarfbean (Cajanus cajan.) and stylosanthes (Stylosanthes macrocephala x Stylosanthes capitata) on
the mycelial growth, mycelial and carpogenic germination of sclerotia, and ascospore germination
of Sclerotinia sclerotiorum. The stages of the experiment were carried out in a greenhouse, growth
chambers and laboratory. The concentrations of the extracts used were 1%, 5%, 10% and 25%. To
assess the influence of extracts on the mycelial and carpogenic germination of the sclerotia only the
concentration of 25% was used. The results on the mycelial growth showed that the Stylosanthes
sp. plant extract was effective for inhibiting the pathogen only at concentration of 25%. For
mycelial germination of sclerotia, it was found that with the exception of Stylosanthes sp. the extracts
induced germination 12 hours after the experiment. In regard to the germination of ascospores,
only the extract from Stylosanthes sp. successfully prevented germination.

KEY WORDS: White mold, cultural management, ascospores, sclerotia, apothecium.

INTRODUCAO

Nos tltimos anos, os produtores de soja, feijao,
girassol e algoddo de diversas regides do Cerrado,
nos estados de Goias, Minas Gerais e Bahia, con-
vivem com danos significantes em suas lavouras,
em consequéncia do mofo-branco, doenca causada
pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (EMBrAPA, 2010).

O ciclo de vida do patégeno inicia-se com a ger-
minagdo do ascdsporo que, com o tempo, forma-se
o micélio. A medida que este micélio se compacta,
origina-se uma estrutura de resisténcia conhecida
como esclerédio. Em umidade e temperatura ade-
quada, o esclerédio produz corpos de frutificacdao
chamados de apotécios. Nestes, existem um nimero
varidvel de ascos, que liberam os ascésporos no
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ambiente para reiniciar o ciclo (Purpy, 1979). Este
fungo foi relatado como patogénico a 48 familias,
278 géneros e 408 espécies de plantas (BoLAND; RALL,
1994). Este amplo espectro de hospedeiros é um dos
fatores que dificultam o manejo do fungo.

Para tentar controlar o fungo, vérias taticas tém
sidoempregadas, entreelas, a utilizagao de plantas de
cobertura queliberam compostosnosolo, na tentativa
de diminuir o potencial de inéculo. Segundo Cosra;
Rava (2003), a rotagdo com Brachiaria sp. em sistema
de plantio direto tem sido uma alternativa viavel
para o controle de patégenos que sobrevivemnosolo.
PereRA NETO; BLum (2010) mostraram que a adigdo
de fitomassa de milheto ao solo reduz a podridao
do colo (Sclerotium rolfsii) em feijoeiro e estimula o
aumento da populagdo natural de Pseudomonas do
grupo fluorescente. Esses resultados reforcam a
natureza diferencial quanto ao nicho requerido por
patégeno e a capacidade de reproducao dos organis-
mos antagonistas ao seu desenvolvimento no solo.

A populacdo microbiolégica do solo apresenta
grandeimportanciaemestudos fitopatolégicos, uma
vez que o manejo pode modificar a relacdo entre
aqueles micro-organismos considerados benéficos
emaléficos ao crescimento das plantas (MARSCHENER
et al., 2001). Cada espécie de planta comporta-se
de maneira diferente quanto a esse estimulo, pos-
sibilitado pela liberagdo de nutrientes e substancias
quimicas promotoras ou deletérias do crescimento
em determinados grupos de micro-organismos
(RocHa et al., 2004).

O estudo de fatores relacionados com o solo, tal
como o efeito causado pela presenca de plantas de
coberturaem dreasinfestadas pelo fungo, é relevante,
umavezque, aproximadamente, 90% dociclodevida
ocorrem no solo (Apams; AYERs, 1979; AsIRriFl et al.,
1994). Durante a decomposicao essas plantasliberam,
de maneira gradual, compostos que influenciam o
desenvolvimento do patégeno. Segundo Hao et al.
(2003), residuos de brécolis reduzem a viabilidade
dos esclerddios de Sclerotinia minor, efeito atribuido
a glucosinolatos. A fitomassa de Chenopodium quinoa
também podereduzira viabilidade de S. sclerotioum,
pois alguns cultivares podem liberar saponinas,
substancias prejudiciais ao desenvolvimento do
fungo, durante a decomposigdo de seus residuos
(Dusky et al., 1983).

Segundo SoNacLIO et al. (2003), extratos sao to-
dos os produtos obtidos a partir de matéria-prima
vegetal. Essas substancias podem ser extraidas
por meio de diferentes metodologias preparadas
em meio aquoso, etanoico, hidroetanoico, oleoso,
entre outros, sendo que a metodologia empregada
depende do tipo de substancia que se quer extrair
(QuEIROZ et al., 2001).

A presenca do extrato vegetal pode reduzir o
crescimento de micro-organismos fitopatogénicos,

em razao da presenga de substancias antimicrobia-
nas. Segundo RoDRIGUES et al. (2007), o extrato bruto
aquoso de gengibre inibiu o crescimento micelial
e a produgdo de esclerédios de S. sclerotiorum. En-
tretanto, ao empregar extratos de espécies hospe-
deiras, pode haver promocdo no desenvolvimento,
como mostraram LEANDRO et al. (2003), ao aplicarem
extratos de flores e folhas de morango observaram
umaumentononimero dos conidios de Colletotrichum
acutatum. Todavia, sdo escassos os estudos que
envolvem os fatores que estdo relacionados com a
capacidade das plantas de cobertura utilizadas em
sistema de plantio direto, em culturas anuais no cer-
rado, reduzir os efeitos deletérios de dreasinfestadas
com S. sclerotiorum.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo
de conhecer a influéncia dos extratos vegetais das
plantas de cobertura utilizadas no cultivo de culturas
anuais no Cerrado sobre o crescimento micelial em
meio de culturacom diferentes concentracoes dos ex-
tratos de plantas, germinagao micelial e carpogénica
dos esclerédios em solo embebido com os extratos
de plantas e também o efeito direto dos extratos de
plantas em diferentes concentracées sobre a germi-
nacdo dos ascésporos do fungo de S. sclerotiorum.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em Lavras, MG, lo-
calizada nas coordenadas 21° 14’ 43” latitude sul,
44° 59' 59” longitude oeste e altitude de 919 m, no
periodo dejaneiro ajulho de 2010, em delineamento
inteiramente casualizado.

A obtencao dosesclerédios de S. sclerotiorum para
utilizagdo no experimento foi induzida de maneira
artificial, com a producdo a partir de um dnico es-
clerédio, coletado em lavouras de soja na regido de
Rio Verde, GO.Foicolocado um esclerédio no centro
da placa de Petri com meio batata-dextrose-agar
(BDA) e, em seguida, acondicionada em cdmara de
crescimentoa20°C, com fotoperiodo de12 horas, por
20 dias. Ap6s a producao dos primeiros esclerédios,
discos de micélio foram transferidos para outras
placas contendo o mesmo meio de cultura, para
induzir a producédo de mais esclerédios, sendo esse
procedimento repetido sucessivas vezes, até que
atingisse aquantidadenecessaria. Todos esclerédios
foram desinfestados em soluc¢édo de alcool a 70%,
por 30 segundos e hipoclorito de sédio a 2%, por 2
minutos, seguido por trés lavagens sucessivas em
dgua destilada esterilizada. Os esclerédios obtidos
e desinfestados foram entao, armazenados em sacos
de papel em temperatura de 27° C.

Para a obtencdo dos extratos aquosos as plantas
de cobertura: crotaléria (Crotalaria juncea), braquiaria
(Brachiaria ruziziensis), capim-mombagca (Panicum
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maximumcv.mombaca), milheto (Pennisetum glaucumy),
feijdo-guandu-ando (Cajanus cajan) e estilosantes
(Stylosanthes sp.) foram semeadas em Latossolo
Vermelho-Escuro, em vasos com capacidade para
8 kg, cultivadas até os 45 dias apds a emergéncia.
Atingidoesse periodo, foram ceifadas 100 g defolhas
etrituradas num volume de 200 mL de dgua com um
liquidificador. A mistura obtida foi filtrada, sendo
submetida a um processo de esterilizacdo com mem-
branas antimicrobianas com porosidade de 0,22 pm.
A partir da solugdo esterilizada foram preparadas
diferentes concentracoes (1%, 5%, 10% e 25%), por
meio de diluicdo em dgua destilada esterilizada.

O primeiro ensaio foi realizado para observar o
efeito dos extratos de plantas em diferentes concen-
tragdes sobre o crescimento micelial do patégeno em
meio BDA. O ensaio consistiu em adicionar os extra-
tos ao meio de cultura BDA liquido em temperatura
fundente (batata-agar-dextrose), sendo ajustadas as
concentra¢des em funcdo da quantidade de meio
adicionado na placa de Petri com 9 mm de diametro
(volume total em cada placa foi de 20 mL), visto que
ap6s esta adigdo foram novamente diluidas. A teste-
munha continha apenas o meio BDA sem adigdo de
extratos vegetais e, para compensar a quantidade de
extrato inserida nos outros tratamentos, foi adicio-
nada dgua destilada esterilizada. No centro de placa
de Petri foi adicionado um disco de meio de cultura
BDA com 9 mm de didmetro contendo micélio de S.
sclerotiorum, previamente cultivado em meio BDA
e mantido a 20° C e fotoperiodo de 12 horas. Essas
placas foram vedadas com parafilme e acondicio-
nadas em cadmaras de crescimento, a temperatura
de 20° C e fotoperiodo de 12 horas. Foram feitas 3
testemunhas para cada tratamento. Asavaliagdes do
crescimento micelial radial foram realizadas a cada
12 horas, totalizando 4 dias de avaliacao. De posse
dos dados, foi calculado o indice da velocidade de
crescimento micelial (IVCM) segundo a férmula
adaptada por OLIVEIRA (1991): IVCM = X (D-Da)/N,
em que IVCM = Indice de velocidade de crescimento
micelial (cm.dia), D = Didmetro médio atual (cm),
Da = Diametro médio do dia anterior (cm), e N =
Ntmero de dias ap6s a inoculagdo (dias).

Em um segundo ensaio avaliou-se o tipo de
germinacao dos esclerédios, micelial e carpogénica,
bem como, a porcentagem de esclerédios germinados
e o nimero de apotécios formados, utilizaram-se
caixas plasticas Gerbox, preenchidas com 200 g da
mistura de solo e areia, esterilizada via autoclava-
gem, conforme metodologia descrita por MENEZES;
Siva-HANLIN (1997), na proporcédo de 1:1. Em cada
tratamento foram adicionados 50 mL de cada extrato
a 25%, sendo adicionados ao solo 25 esclerédios,
previamente esterilizados, distribuidos de maneira
equidistantes na superficie do solo em placa. Cada
tratamento teve 3 testemunhas, onde foramaplicados

50 mL de dgua destilada esterilizada aos invés dos
extratos de plantas. Neste experimento os extratos
foram preparados, separadamente, a partir de hastes
e folhas das plantas de cobertura, com excecdo do
Stylosanthes sp., que foi obtido pela maceracdo de
hastes e folhas para obter um tnico extrato. A umi-
dade foi ajustada até a capacidade de campo pela
adigdo de agua destilada esterilizada para todos os
tratamentos. A quantidade de dgua adicionada foi
determinada pela diferenca de peso entre um solo
totalmente seco e um solo encharcado. Os escleré-
dios foram imersos nos extratos por 5 minutos, em
fungdo decadatratamentoe, ap6s esse procedimento
foram dispostos dezesseis escler6dios, de maneira
equidistante em cadacaixa. Em seguida, essas caixas
foram fechadas com tampa apropriada e as laterais
vedadas com parafilme. Apds esse processo, foram
acondicionadas em cAmara de crescimento, a tem-
peratura de 20° C e fotoperiodo de 12 horas por 45
dias, periodo suficiente paraa produgdo deapotécio.
Osesclerddios foram avaliados quanto a germinacgdo
micelial aos 12 horas e 14 dias ap6s a instalagdo do
experimento; quanto a germinagdo carpogénica e o
nimero de apotécios formados aos 30, 37, 45 e 59
dias ap6s a instalagdo do experimento.

No terceiro ensaio avaliou-se a influéncia dos
extratos vegetais sobre a germinagdo dos ascésporos
de S. sclerotiorum. Para a produgdo de ascésporos
foram utilizadas caixas plasticas Gerbox, preenchidas
com 200 g da mistura de solo e areia, esterilizada via
autoclavagem, conforme metodologia descrita por
MENEZES; SILvA-HANLIN (1997), na proporgdo de 1:1.
O solo foi umedecido com 50 mL de dgua, sendo
adicionados ao solo 25 esclerédios, previamente
esterilizados, distribuidos de maneira equidistantes
na superficie do solo. Apds esse processo, foram
acondicionadas em cAmara de crescimento, a tem-
peratura de 20° C e fotoperiodo de 12 horas por 45
dias. Apds a germinagdo dos apotécios, cinco destas
estruturasforamimersasem10mL dedgua destilada
estéril contida num cadinho e foram macerados com
o pistilo por 3 minutos, obteve-se assim a suspensao
de ascésporos. Foi utilizada a placa destinada para
o teste ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay), tendo cada orificio desta placa, recebido um
tratamento. Foram depositados nos orificios 100 pL
dasuspensao deascosporos e extratos vegetais tendo
cada concentragao (1%, 5%, 10% e 25%) sido obtida
por meio de diluicdo em agua destilada esterilizada.
A testemunha foi obtida inserindo 100 pL de dgua
destilada esterilizada em um dos orificios da placa.
Foram feitas 3 repeti¢Ges para cada tratamento. Essa
placa foi mantida em cAmara de crescimento a tem-
peratura de 20° C e fotoperiodo de 12 horas, por um
periodo de 48 horas. Este mesmo procedimento foi
realizado em duasetapas, sendo que, na primeira, ndo
houveaadicao denenhum antibiético;jd nasegunda,
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foram adicionados 5 g de sulfato de streptomicina
em 100 pL da suspensao de ascésporos.

Para verificar o efeito direto sobre a germinagdo
dos ascosporos, foi utilizada a objetiva de 40 vezes
de um microscépio 6ptico, em que os primeiros 100
ascosporos visualizados foram discriminados em:
germinados, quando o crescimento micelial era duas
vezes o didmetro do ascésporo ou ndo germinados,
decorridas 24 e 48 horas da instalacdo do experi-
mento. Os resultados utilizados foram a média de
4 contagens realizadas para aferir a germinagao do
ascosporo.

Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e, quando significativa pelo teste F, as mé-
diasforam comparadas pelo teste de Scott-Knott teste
estatistico, através do software Sisvar (FERREIRA, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar os resultados observou-se que os
extratos das plantas de cobertura interferiram no
crescimento micelial do patégeno, sendo que o
extrato de Styloshantes sp. conseguiu reduzir de
forma substancial o crescimento do patégeno na
concentracgao de 25%. Por outro lado, os extratos de
C. cajan, P. glaucum, B. ruzizienzis, P. maximum cv.
mombaga e C. juncea promoveram acréscimos no
desenvolvimento micelial fingico, mesmo a partir
da concentragdo de 5% (Tabela 1).

Esses resultados podem ser explicados pela pos-
sibilidade de presenca de substancias inibidoras
e/ou promotoras do crescimento nos extratos de
plantas de cobertura. PINTO et al. (1998) verificaram
que o extrato aquoso de Crotalaria paulina inibiu o
crescimento micelial de Sclerotium cepivorumem67 %,
53% e 27%, nas concentragoes de 0,01%, 0,1% e 1%,
respectivamente.

Observou-se também que o extrato aquoso de B.
humidicola reduziu o crescimento micelial em torno
de 64% na dose de 1%, sendo esse efeito atribuido

a concentragdo de saponinas. Por outro lado, os ex-
tratos podem promover o crescimento micelial por
conter substancias nutritivas, capaz de estimularemo
desenvolvimento microbiano. FRANZENER et al. (2007)
observaram que o hidrolato de Cymbopogon nardus
promoveu consideravel estimulo ao desenvolvi-
mento dos tubos germinativos de Alternaria brassicae.

Oextratode Styloshantes sp. apresentou resultados
satisfatérios quantoareducdo doindice de velocida-
de de crescimento micelial (IVCM), uma vez que,
na concentracao de 25%, os valores apresentaram-
se proximos ao controle total do patégeno. Esses
resultados reafirmam o potencial dessa espécie em
apresentar compostos antiftingicos em sua fitomassa.
Os extratos de P. glaucum, B. ruzizienzis, P. maximum
cv.mombacga, C. junceae C. cajanndo foram eficientes
naredugao do crescimento micelial de S. sclerotiorum,
o que pode ser atestado pelo aumento do IVCM,
mesmo nas concentra¢des mais baixas. Isso mostra
que, dependendo do estddio de desenvolvimento do
fungo, a presenga de extratos das plantas de cober-
tura na drea pode aumentar o progresso da doenca
nas lavouras, por conter compostos promotores
de crescimento do fitopatégeno. MILEO et al. (2006)
mostraram que as plantas de cobertura Calopogonuim
mucunioides, Crotalaria striata, Mucuna aterrima e
Puerariaphaseoloides foram suscetiveis a Colletotrichum
guaranicola, o que pode aumentar o potencial de
in6culo do patégeno na area.

A andlise de regressdo das concentragdes dos
extratos das plantas de cobertura mostrou-se sig-
nificativa apenas para o extrato oriundo da planta
de cobertura Styloshantes sp., a qual obteve valores
para o indice de velocidade de crescimento micelial
proximos a zero na concentragdo de 25% (Fig. 1),
sendo quenessa concentragdo pode haver substancias
antagonicas suficientes para reduzir o crescimento
fangico. As demais plantas de cobertura apresentam
aumento no IVCM por, possivelmente, apresentar
compostos que promovem o desenvolvimento do
patogeno.

Tabela 1 - Efeito dos extratos das plantas de cobertura em diferentes concentracdes sobre o crescimento micelial de S.

sclerotiorum.

Indice de velocidade de crescimento micelial (cm)

Extrato aquoso Concentracao
1% 5% 10% 25%

Styloshantes sp. 4.7629a 5.7895a 5.0812a 0.1500a
Pennisetum glaucum 4.7672a 8.1020c 7.9479b 8.4125d
Brachiaria ruzizienzis 4.7678a 7.4979b 7.8375b 6.5646¢
Panicum maximum cv. mombaca 4.7653a 8.8020c 7.2833b 7.4479d
Crotalaria juncea 4.9283a 7.1229b 7.0145b 8.0645d
Cajanus cajan 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 mintiscula na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.
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Fig. 1 - Extratos das plantas de cobertura em diferentes concentragdes sobre o indice de velocidade de crescimento
micelial de Sclerotinia sclerotiorum; ™: nao significativo *p < 0,05 significativo.

A germinacao micelial dos esclerédios ocorreu 12
horasapésainstalacdo do experimento (Tabela 2). Na
avaliagdodos14 diasndohouveagerminagdodenovos
esclerédios e os valores mantiveram-se iguais aos da
primeiraavaliacdo. Observou-seelevado crescimento
micelial para todos os tratamentos, com excegdo do
extrato de Styloshantes sp. e testemunha. Assim, é
possivel afirmar que os extratos dessas plantas in-
fluenciaram o crescimento micelial dos esclerédios
pelo aporte adicional de nutrientes e compostos pro-
motores de crescimento. O extrato de Styloshantes sp.

ndo promoveu estimulos a germinacgdo micelial dos
esclerédios, o que pode estar relacionado a presenca
de substancias antimicroabianas e compostos nutri-
tivos ndo assimildveis ao fungo, uma vez que varios
estudos ja constatarem a presenca de nutrientes na
fitomassa dessas plantas de cobertura, como relata o
trabalho de SILVEIRA et al. (2005) em que observaram
queafitomassa de Styloshantes sp.apresenta potencial
de acumular 90 g ha”, 12 kg ha”, 60 kg ha,60 kg ha"!
e 12 kg ha' de nitrogénio, fésforo, potassio, célcio e
magnésio, respectivamente.
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Segundo Huang (1985), a completa formacéo da
camada demelanizacaoimpede aimediata germina-
¢ao de esclerddios na falta de nutrientes fornecidos
exogenamente, o que promove dorméncia. Entao,
pode-se inferir que os extratos das plantas de cober-
tura, com excecao do extrato de Styloshantes sp.,
fornecem quantidade adicional de nutrientes, o que
permite uma maior germinagdo micelial do escleré-
dio em poucas horas. A ocorréncia da germinacdo
micelial na testemunha pode ser explicada pela
existéncia de nutrientes presentes na mistura solo
+ areia, suficientes para incitar germinagao, porém

pouco expressiva se comparada aos demais trata-
mentos. Lopeset al. (2008) apontaram a possibilidade
da relacdo entre fertilidade do solo e incidéncia de
Fusarium oxysporum f.sp cubense.

Com base nos resultados, o nimero de apoté-
cios formados ndo se apresentou influenciado pela
presenca dos extratos das coberturas vegetais na
concentragdo testada (Tabela 3), sendo que o efeito
dessas plantasnasupressao dosapotécios pode estar
relacionado a fitomassa, uma vez que esta reduz a
quantidade de luz que seria captada pelo esclerédio
necessdria para sua formacao (PHiLLIps, 1987).

Tabela 2 - Porcentagem de germinacao micelial dos esclerédios, em funcao dos extratos aquosos a 25%, 12 horas e 14
dias ap6s a instalacdo do experimento.

Germinacgado micelial dos esclerédios

Extrato aquoso %

12 horas 14 dias
Stylosanthes sp. - planta inteira 11,25a 11,25a
Pennisetum glaucum folha 50,00b 50,00b
Pennisetum glaucum haste 47,00b 47,00b
Brachiaria ruzizienzis folha 48,50b 48 50b
Brachiaria ruzizienzis haste 47,00b 47,00b
Panicum maximum cv. mombaca folha 47,00b 47,00b
Panicum maximum cv. mombaca haste 47,00b 47,00b
Crotalaria juncea folha 47,00b 47,00b
Crotalaria juncea haste 47,00b 47,00b
Cajanus cajan folha 47,00b 47,00b
Cajanus cajan haste 47,00b 47,00b
Testemunha 9,50a 9,50a
(&A% 8,08

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

Tabela 3 - Efeito dos extratos das plantas de cobertura sobre a formagdo de apotécios, em funcao dos dias ap6s a insta-
lagdo do experimento.

Nuamero de apotécios germinados

Extrato aquoso Dias ap6s a instalacao

30 37 45 59

Stylosanthes sp. - planta inteira 0,75 9,75 16,00b 6,75
Pennisetum glaucum folha 1,50 9,75 17,50b 6,50
Pennisetum glaucum haste 2,00 10,75 18,75b 7,75
Brachiaria ruzizienzis folha 3,25 11,50 17,25b 5,25
Brachiaria ruzizienzis haste 0,25 3,00 10,25b 6,25
Panicum maximum cv. mombaca folha 1,50 9,75 19,75b 12,00
Panicum maximumi cv. mombaca haste 1,00 12,50 15,00b 5,75
Crotalaria juncea folha 1,00 7,50 13,75b 12,00
Crotalaria juncea haste 1,25 7,00 15,75b 12,25
Cajanus cajan folha 1,50 4,25 6,75a 3,00
Cajanus cajan haste 0,75 7,50 16,25b 7,75
Testemunha 2,25 11,50 24,00b 13,50
(&A% 38,37

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knot, a 5% de probabilidade. ™: nao signifi-
cativo a 5% de probabilidade.
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Segundo FErrAZ ef al. (1999), é possivel reduzir a
emissao de apotécios com uso de fitomassa para a
cobertura do solo. O elevado coeficiente de variagdo
pode estar relacionado ao fato de que ndo existe um
nimero determinado deapotécios que umesclerédio
pode produzir como observado por Konn (1979), o
qual pode germinar de forma carpogénica com a
producao de um a vérios apotécios. Na andlise de
regressdondo foi encontrado nenhum ajuste que per-
mita explicar os dados na interacdo entre os extratos
aquosos e dias apds a instalagdo do experimento.

Os resultados quanto ao ntimero de esclerédios
germinados de forma carpogénica seguiram a
tendéncia em relagdo ao ndmero de apotécios ger-
minados (Tabela 4). Com base nos resultados, é pos-
sivel afirmar que a presenca de extratos vegetais ndo
afeta o nimero de esclerédios germinados de forma
carpogénica. No entanto, é importante considerar
que pode ter sido pequeno o periodo de exposigdo
dos esclerédios a estes extratos.

=175 16,11x- 3183

=

0 35 40 15 50 55 )] 5] K0

Dias apbs ainstdlatdo doexperimento

5 %0 B 60

Dis apds 2 instalagdo do experimento

No entanto, o efeito benéfico de algumas
plantas de cobertura pode ser atribuido a fito-
massa, como mostram GORGEN et al. (2009) com
a fitomassa de B. ruziziensis, sendo uma barreira
fisica eficiente na reducdo da produgao de apo-
técios. GORGEN ef al. (2010) afirmaram também
que a germinacdo de esclerédios e a formagao
de apotécios sdo, em geral, maiores durante
o crescimento vegetativo da B. ruzizienzis em
comparacdo ao da soja.

Na andlise de regressdao foram encontrados
ajustes, que permitem explicar os dados na intera-
¢do entre os extratos aquosos e dias apds a insta-
lagdo do experimento apenas para os extratos de
P. glaucum, B. ruzizienzis e C. juncea (Fig. 2). Para
os demais extratos a analise de regressdao nao foi
significativa. A maior germinacdo dos esclerédios
ocorreu aos 45 dias e 59 dias para os extratos de P.
glaucum (folha) e B. ruzizienzis (folha), e C. juncea
(haste), respectivamente.
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Fig. 2 - Porcentagem de esclerédios germinados carpogenicamente sob a influéncia dos extratos vegetais em funcao

do tempo.

Tabela 4 - Porcentagem de esclerédios germinados carpogenicamente, em funcao dos extratos vegetais.

Porcentagem de esclerédios germinados

Extratos aquosos

Dias ap6s a instalagdo

30 37 45 59

Stylosanthes sp. 3,12m 32,81 54,69b 18,75b
Pennisetum glaucum folha 9,37 39,05 56,25b 28,12b
Pennisetum glaucum haste 9,38 42,19 64,06b 23,48b
Brachiaria ruzizienzis folha 6,25 42,19 57,81b 29,69b
Brachiaria ruzizienzis haste 1,56 17,19 40,62b 26,56b
Panicum maximum cv. mombaca folha 7,81 31,25 57,81b 50,00b
Panicum maximum cv. mombaca haste 4,69 48,44 60,94b 26,56b
Crotalaria juncea folha 6,25 26,56 53,12b 50,00b
Crotalaria juncea haste 4,69 32,81 51,56b 68,63b
Cajanus cajan folha 6,25 17,19 28,10a 12,50a
Cajanus cajan haste 1,56 28,13 59,37b 26,56b
Testemunha 7,81 37,50 81,25b 59,38b
([&\% 30,94

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knot, a 5% de probabilidade. ™: nao signifi-

cativo a 5% de probabilidade.
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O inicio da germinacdo dos ascésporos ocorreu
duas horas e trinta minutos apés a instalagdo do
experimento. Os extratos das plantas de cobertura,
em todas as concentra¢des, nao diferiram emrelagdo
a testemunha, quando adicionado sulfato de strep-
tomicina (Tabela 5).

Embora nado tenham apresentado diferenca en-
tre si quanto a germinacao, foi possivel observar a
tendéncia de maior crescimento micelial as 48 horas
nos tratamentos com extratos de P. glaucum, B.
ruzizienzis e C. cajan em relacdo a testemunha. Neste
caso, é provavel que esses extratos sirvam como
substrato, reforcando a importancia dos nutrientes
no desenvolvimento micelial do fungo.

E importante destacar que, na avaliacdo quanto a
germinagdo dosascosporos, observou-sea presencade
populacao bacteriana, comauxilio de um microscépio
6ptico, quando ndo foi adicionado antibiético. Essa
populacdo foi constatada a partir dos apotécios em

contato com o solo utilizados para a obtengdo da
suspensdo de ascOsporos, e apresentou potencial
para reduzir a germinacdo dos ascésporos in vitro.
Segundo FERNANDO et al. (2005), bactérias isoladas
das plantas Brassica napus e Glycine max produziram
compostos organicos volateis capazes de inibir a ger-
minacao dos ascésporos in vitro, bem como em testes
no solo. VESPERMANN et al. (2007) relataram a inibigdo
docrescimentode S. sclerotiorum em40% porisolados
de bactérias. Em todas as concentragdes testadas, o
extrato de Stytosanthes sp. inibiu a germinacdo dos
ascésporos por permitir o aumento da populacéo de
micro-organismos capazes de produzir substancias
nocivas ao fungo. O crescimento das bactérias pode
ser explicado pela provavel existéncia de compostos
promotores ao desenvolvimento desses organismos
antagonistas. Segundo KeNNEDY (1999), as bactérias
produzem metabdlitos capazes deinibir o crescimento
de outros micro-organismos.

Tabela 5 - Porcentagem de germinagdo dos ascésporos, em funcdo dos extratos das plantas de cobertura com e sem

adicao de sulfato de streptomicina.

Com adigdo de antibiotico

Extratos aquosos 24 horas
1% 5% 10% 25%
Stylosanthes sp. 95ns 96 97ms 97ms
Pennisetum glaucum 95 96 97 97
Brachiaria ruzizienzis 98 97 98 98
Panicum maximum cv. mombaca 97 96 96 98
Crotalaria juncea 100 100 96 99
Cajanus cajan 95 96 96 97
Testemunha 98 97 96 95
Ccv 1,24
24 horas
Sem adicdo de antibidtico
43a 36a 29a 23a
Pennisetum glaucum 99,25¢ 100c 100c 100c
Brachiaria ruzizienzis 100c 100c 100c 100c
Panicum maximum cv. mombaca 100c 100c 100c 100c
Crotalaria juncea 100c 100c 100c 100c
Cajanus cajan 100c 100c 100c 100c
Testemunha 77,25b 78,00b 77,25b 79b
cv 1,12
48 horas
Sem adicdo de antibidtico
Stylosanthes sp. 27a 27a 27,25a 27,25a
Pennisetum glaucum 99,25¢ 100c 100c 100c
Brachiaria ruzizienzis 100c 100c 100c 100c
Panicum maximum cv. mombaca 100c 100c 100c 100c
Crotalaria juncea 100c 100c 100c 100c
Cajanus cajan 100c 100c 100c 100c
Testemunha 89,25b 89,25b 87,75b 88,75b
cv 1,19

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

cativo a 5% de probabilidade.
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Nosdemaistratamentos, os extratos promoveram
a indugdo da germinacdo, mesmo quando presente
uma populagdo microbiana. A populagdo microbia-
na encontrava-se em menor quantidade em relagao
aquela observada nos tratamento com o extrato de
Stylosanthes sp. Os resultados da testemunha su-
portam a ideia do aporte de nutrientes, jd que neste
tratamento obteve-se menor ntimero de ascésporos
germinados e foi observado menor crescimento
micelial as 48 horas da instalagdo do experimento.

As andlises de regressdo foram significativas
apenas para os tratamentos com os extratos de
Stylosanthes sp. e Pennisetum glaucum (Fig. 3).

No tratamento com a adi¢do de antibidtico, a
germinacdo dos ascésporos obteve relacao direta
com o0 aumento na concentracao desses extratos,
os quais obtiveram a maior taxa de germinagdo na
concentragdo de 25%. Ao adicionar o antibi6tico
nos tratamentos o tnico extrato, cuja regressao se
mostrou significativa, foi para o tratamento com o
extrato de Stylosanthes sp.

Com adicao do antibidtico, a germinacao dos
ascésporosndo foiimpedida pela presenga dos extra-
tos. Porém, quando ndo foi adicionado o antibiético,
foi observado que quanto maior a concentragdo do
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extrato menor era a porcentagem de germinagao. E
possivel afirmar que esse extrato tenha fatores de
crescimento abundantes para permitir o aumento
na populagdo bacteriana, sendo mais evidente na
concentragao de 25%.

CONCLUSOES

Na concentragdo em 25% o extrato de Stylosantes
sp.controla o desenvolvimento micelial de Sclerotinia
sclerotiorum em meio BDA;

Com excecao do extrato de Stylosantes sp., 0s
extratos de Crotalaria juncea, Brachiaria ruziziensis,
Panicum maximum cv. mombaga, Pennisetum glaucum,
Cajanus cajan servem como substrato ao desenvolvi-
mento do fungo in vitro;

Os extratos das plantas de cobertura nas con-
centragdes utilizadas ndo influenciam a germinagao
carpogeénica e o nimero de apotécios formados;

O extrato da planta de Styloshantes sp. pro-
move a redugdo na germinacdo dos ascésporos
por proporcionar o aumento de bacterias associa-
das ao apotécio, quando nao ha a utilizagao de
antibiético.
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Fig. 3 - Extratos das plantas de cobertura em diferentes concentragdes sobre a germinagdo dos ascésporos Sclerotinia
sclerotiorum: 1 - com adigdo de antibiotico 24 horas ap6s a inoculagdo, sem adicao de antibiético 48 horas apds a inocu-
lacao; 2 - sem adigdo de antibiético 24 horas ap6s a inoculagdo; ™: nao significativo; *p < 0,05 significativo.
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