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RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia dos exsudatos radiculares das plantas de cobertura:
crotaldria (Crotalaria juncea L.), braquidria (Urochloa ruziziensis R. Germ. & Evrard), capim-mombaca (Panicum
maximum cv. Mombaca Jacq.), milheto (Pennisetum glaucum (L.) R. Brown), feijao-guandu-ando (Cajanus cajan (L.)
Millsp.) e estilosantes (Stylosantes capitata Vog.; Stylosanthes macrocephala Ferr. Et Costa) no desenvolvimento de
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Para a liberacdo dos exsudatos, as raizes de plantas cultivadas durante 24 dias
foram submetidas a centrifugacdo. Obtido os exsudatos, estes foram esterilizados por processos de filtragem com a
utilizagdo de membrana com poro de 0,22um armazenados em tubos e acondicionados a -20°C. O efeito dos exsudatos foi
estudado em relacdo ao crescimento micelial, germina¢do micelial, desenvolvimento carpogénico do esclerddio e
germinag@o dos ascésporos de S. sclerotiorum. As concentragdes utilizadas foram 1%, 10% e 25%, obtidas por meio da
diluicdo em 4gua destilada esterilizada. Os resultados mostraram que o indice de velocidade de crescimento micelial foi
menor quando utilizado o exsudato de U. ruziziensis nas concentracdes de 1% e 10%. Os exsudatos ndo influenciaram a
germinacdo micelial dos esclerédios. Quanto aos ascésporos, os exsudatos radiculares de Cajanus cajan e Styloshantes sp.

inibiram a germinac¢do quando ndo foi adicionado sulfato de streptomicina.

PALAVRAS-CHAVE: Manejo cultural. Raiz. Apotécio. Esclerédio. Ascésporos.

As raizes das plantas, além da funcdo de
sustentacdo, absorcdo de dgua e nutrientes, também
produzem exsudatos radiculares. Esses compostos
sdo substéncias produzidas pelas plantas e liberadas
na rizosfera. De acordo com Bais et al. (2004), a
atracdo quimica dos microrganismos de solo para as
raizes é um mecanismo ji conhecido, que envolve a
sinalizacdo cruzada entre raizes e microrganismos.
Segundo Bertin et al. (2003) os compostos
exsudatos incluem a secrecdo de {ons, oxigénio
livre, 4gua, enzimas, mucilagem e uma diversidade
de metabdlitos primérios e secundédrios com carbono
na sua composi¢ao.

Bais et al. (2002) identificaram o 4acido
rosmarinico eliciadas por raizes de Ocimum
basilicum L. ao serem inoculadas com Pythium
ultimum Trow. Este composto tem demonstrado
atividade antimicrobiana contra virios patégenos de
solo, sendo que os microrganismos de solo utilizam
a fonte de carbono liberada pela raizes. Assim, a
secrecdo de compostos especificos podem incentivar
relagdes simbidticas ou podem inibir associagdes
patogénicas (BAIS et al., 2005). A proporcio e a
composi¢do desses compostos variam conforme a
espécie e estadio fenoldgico da planta, as condig¢des
fisiol6gicas, a idade da planta, os impedimentos

mecanicos ao crescimento da raiz, a condicdo
nutricional e os fatores ambientais (BAREA et al.,
2005; LIU et al.,, 2004; RICHARSDON et al.,
2009). Segundo Liebersback et al. (2004), sob
condi¢gdes de estresse hidrico e nutricional hd um
incremento na liberagdo de exsudatos radiculares.
Tem sido demonstrado que pode haver diferencas
quanto a liberacdo de exsudatos dentro da mesma
espécie. Alguns autores relatam que vdrios
genétipos influenciam a comunidade microbiana
presente nas raizes, em razdo da diferenca na
sinalizac@o eliciada, principalmente, se estiver sob
uma situagdo de estresse (BAREA et al., 2005;
HINSINGER, 2001; MARSCHNER et al., 2001).
Hawes e Brigham (1992) apresentaram
possiveis mecanismos para melhor compreender a
interacdo entre os exsudatos € 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 € mudancas no
ambiente quimico. Hungria et al. (1997) relataram
que exsudatos oriundos de Phaseolus vulgares L. e
Zea mays L. incrementam a taxa de crescimento de
Rhizobium  sp. e  Azospirillum  lipoferum,
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respectivamente,  responsaveis  pela  fixacdo
bioldgica nessas plantas. Segundo Nelson (1990)
véarios fungos fitopatogé€nicos sobrevivem no solo
em estado latente, sendo que para retornar ao estado
normal hd a necessidade do contato entre moléculas
presentes em exsudatos de sementes e raizes e o
propdgulo dormente para que as interacdes
patégeno-raiz se iniciem. Segundo Becard e Piche
(1989) os exsudatos atuam como indutores da
formacdo do apressério, estrutura que promove a
fixacdo entre a hifa fingica e a célula vegetal, sendo
importante no processo pré-infectivo de fungos
micorrizicos arbusculares. J& Coelho et al. (2007)
admitem que é possivel que as raizes da alface
produza exsudatos, que estimulam o crescimento
bacteriano.

Tém sido relatados vérios beneficios com a
utilizacdo das plantas de cobertura no plantio direto.
Além da produgdo de fitomassa, que melhora as
condicdes fisicas do solo, podem também liberar
grandes quantidades de nutrientes na superficie,
apds sua decomposicdo (TORRES et al., 2008).
Pacheco et al. (2011) afirmam, que as espécies
Urochloa brizantha, U. ruziziensis € o consorcio U.
ruziziensis+Cajanus cajan apresentam elevado
acimulo de fitomassa e nutrientes no final da
entressafra nas condi¢des do cerrado. Assim, a
liberagdo destes nutrientes podem interferir na
homeostase do meio ambiente.

O objetivo foi avaliar a influéncia dos
exsudatos radiculares das plantas de cobertura sobre
crescimento micelial, germinacdo micelial e
carpogénica dos esclerédios e germinacdo dos
ascosporos do fungo S. sclerotiorum.

O experimento conduzido de Janeiro a Julho
de 2010 foi instalado em Lavras, MG, localizada a
21°14°43” latitude sul, 44°59°59” longitude oeste e
altitude de 919 m. O estudo foi composto de sete
tratamentos, em  delineamento  inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. Foram
utilizadas as plantas de cobertura Crotalaria juncea,
Urochloa ruziziensis, Panicum maximum cV.
mombaca, Pennisetum glaucum, Cajanus cajan e
Stylosanthes spp. O processo de esterilizagdo foi
feito segundo metodologia desenvolvida por
Menezes e Silva-Hanlin (1997). Os exsudatos
radiculares foram obtidos de acordo com a
metodologia desenvolvida por Campos et al. (2006).
Assim, para a produgdo de raizes as plantas de
cobertura foram semeadas em bandejas, que
continham areia esterilizada, mantidas em casa de
vegetacdo por um periodo de 24 dias. Na camara 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
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filtro estéril, umedecido com dgua destilada
esterilizada. Apds essa operagdo, as raizes foram
colocadas em tubo pléstico conico de 45 mm de
altura com 10 mm de didmetro superior € 4 mm de
diametro inferior (adaptacdo feita com ponteira de 1
ml e tubos de plastico com 1,5 pl). O didmetro
inferior foi seccionado e recoberto com uma
membrana de 0,22 ul, sobreposta por uma tela de
0,025 mm para evitar o rompimento da membrana.

Na parte superior do tubo foram colocadas
as raizes, sendo posteriormente vedadas na
extremidade com parafilme. Em seguida, todo o
conjunto foi centrifugado a 1.890 rpm, por 10
minutos. Na centrifugagdo, o exsudato radicular da
superficie das raizes passou pela membrana, sendo
depositado no tubo inferior. Os tubos com os
exsudatos foram  devidamente vedados e
armazenados sob auséncia de luz, a -20°C por um
periodo de 10 dias.

Para avaliar o efeito dos exsudatos
radiculares sobre o crescimento micelial do fungo
foram utilizadas placas de Petri estéreis com 9 mm
de diametro, preenchidas com 20 ml do meio BDA
(Batata-Agar-Dextrose). Antes da solidificacio do
meio foram adicionados os exsudatos das plantas de
cobertura. As concentragdes utilizadas foram de 1%,
10% e 25%, sendo que cada placa recebeu apenas
um exsudato numa determinada concentragdo. A
testemunha continha somente o meio BDA sem
adicio dos exsudatos radiculares. Apds 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, a temperatura de 20°C e fotoperiodo
de 12 horas. As avaliagdes do crescimento micelial
foram realizadas 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), onde:
IVCM= X (D-Da)/N, em que IVCM= Indice de
velocidade de crescimento micelial (cm.dia™), D =
Diametro médio atual (cm), Da = Didmetro médio
do dia anterior (cm), e N = Numero de dias apds a
inoculacgdo (dias).

Para avaliar o efeito dos exsudatos
radiculares das plantas de cobertura sobre os
esclerddios foram utilizadas caixas plésticas Gerbox
preenchidas com 200g da mistura de solo e areia
previamente esterilizada com a utilizacdo de
autoclave na propor¢dao de 1:1, segundo
metodologia proposta por Menezes e Silva-Hanlin
(1997). Foram adicionados 50 ml de dgua destilada
para garantir um ambiente adequado para a
germinagdo dos esclerddios. Os esclerédios foram
tratados duas vezes com os exsudatos radiculares,
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sendo que na primeira ficaram imersos por 5
minutos em cada exsudato correspondente a cada
tratamento. Apdés esse procedimento, foram
dispostos 16 esclerddios em cada caixa pléstica, de
maneira eqiidistante 2 cm um do outro. Foi
adicionado 100 ml de dgua em todos os tratamentos
para manter a umidade adequada. A caixa foi
fechada com tampa e as laterais vedadas com
parafilme. Estas foram mantidas em cémara de
crescimento, a temperatura de 20°C e fotoperiodo de
12 horas por um periodo de 45 dias, o suficiente
para a formagdo de apotécio. Com a formacdo dos
primeiros apotécios, 100 pl de cada exsudato
radicular foi adicionado sobre cada esclerédio com
seu respectivo tratamento. Na testemunha foi
adicionado 100 pl de &4gua. Foram avaliados o
nimero de esclerddios germinados; germinacao
micelial e carpogénica, bem como o nimero total de
apotécios formados.

Para avaliar a influéncia dos exsudatos
radiculares sobre a germinacdo dos ascosporos de S.
sclerotiorum, os esclerédios foram dispostos em
caixas plasticas Gerbox nas condi¢des anteriormente
citadas para a produgdo de apotécios na testemunha.
Apds a germinacdo 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 para obter a suspensdo de
ascosporos. Neste experimento foi utilizada a placa
destinada para o teste conhecido como ELISA

Tabela 1. Exsudatos radiculares das plantas de cobertura em diferentes concentra¢des sobre o indice de

velocidade de crescimento micelial

MONTEIRO, F. P. et al.

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay), tendo cada
orificio desta placa recebido um tratamento. Foram
adicionados 100 ul da suspensdo de ascésporos,
tendo cada concentracdo (1%, 5%, 10% e 25%) sido
obtida por meio de diluicdo em 4gua destilada
esterilizada, bem como pela adi¢do dos exsudatos
radiculares. Essa placa foi mantida em cimara de
crescimento, a temperatura de 20°C e fotoperiodo de
12 horas. O mesmo procedimento foi repetido duas
vezes, sendo que em um destes foi adicionado 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 6ptico, em que 0s
foram

primeiros 100
discriminados

ascosporos visualizados

em germinados, quando

crescimento micelial era duas vezes o didmetro do
ascosporo ou ndo germinados, depois de decorridas
24 e 48 horas da instalagdo do experimento. O
resultado utilizado foi a média de quatro avaliagdes.

Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise de varidncia e, quando significativo pelo
teste F, as médias foram comparadas pelo teste

estatistico Scott-knot no programa Sisvar.

A analise da interferéncia dos exsudatos
radiculares sobre o crescimento micelial, mostrou
cajan
apresentaram potencial para reduzir o crescimento

que U. ruziziensis, C. juncea e C.

micelial do fungo (Tabela 1).

Concentracdes
Exsudato radicular IVCM (Cm.dia™)

1% 10% 25%
Stylosanthes sp. 14,60b 13,29b 14,13a
Pennisetum glaucum 13,64b 13,30b 13,03a
Urochloa rhuziziensis 12,01a 11,14a 13,01a
Panicum maximum cv .mombacga 13,77b 14,72b 14,31a
Crotalaria juncea 11,92a 13,09b 12,86a
Cajanus cajan 12,01a 14,11b 14,16a
Testemunha 14,39b 14,39b 14,39a
CcvV 8,63

Meédias seguidas com a mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Estes resultados indicam que os exsudatos
das plantas de cobertura que obtiveram o menor
indice de velocidade de crescimento micelial podem
possuir algumas substincias, que agem como
inibidoras do crescimento micelial. Diz et al. (2003)
relataram que as plantas exsudam substincias
através da superficie de raizes, sendo que alguns
desses compostos possuem a fungdo de protecdo das

plantas contra infec¢des bacterianas. Todavia, esta
titica deve ser integradas a outras praticas de
controle para constituir um manejo adequado da

doenca.

Os exsudatos radiculares ndo influenciaram
a germinacdo micelial dos esclerédios. Embora o
teor de nutrientes e diversidade de compostos nio
tenha sido determinado, pode ser que a quantidade
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nesses exsudatos seja baixa ou ausente para a
promocdo da germinacdo. Resultados distintos
foram analisados por Chitarra et al. (2002), que
observaram um crescimento de Colletotrichum
gossypii Southw. acentuado em substratos com
exsudatos de sementes deslintadas de algodao.
Quanto aos resultados sobre a germinagdo
de apotécios, houve diferenca entre os tratamentos
apenas aos 52 e 60 dias apds a instalagdo do
experimento (Tabela 2). Nessas avaliacdes, os
exsudatos das plantas de Stylosanthes sp., U.
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rhuziziensis e C. cajan induziram maior formacio
de apotécios em relacdo aos demais tratamentos.
Pode-se admitir que os exsudatos liberados pelas
plantas de cobertura Stylosanthes sp., U.
rhuziziensis e C. cajan tém substancias indutoras ou
sinalizadoras para a germinagdo carpogénica num
maior espaco de tempo, uma vez que, houve
acréscimo em relacdo a testemunha. E importante
ressaltar que o nimero de apotécios produzidos é
proporcional ao tamanho do esclerédio Hao et al.
(2003).

Tabela 2. Percentagem do numero de apotécios germinados sob a influéncia dos exsudatos radiculares das

plantas de cobertura

Numero de apotécios germinados (%)

Exsudato radicular

Dias apés a instalagdo

30 42 52 60
Stylosanthes sp. 3,00a 19,75a 20,75b 23,25b
Pennisetum glaucum 1,50a 13,75a 18,33a 18,00a
Urochloa rhuziziensis 2,75a 15,75a 20,33b 22,25b
Panicum maximum cv. mombacga 1,25a 12,25a 16,33a 17,50 a
Crotalaria juncea 3,75a 13,25a 15,00a 16,50a
Cajanus cajan 2,25a 16,50a 22,67b 21,5b
Testemunha 4,00a 12,50a 16,33a 18,75a
CcvV 25,32

Sobre a influéncia dos exsudatos no nimero
de esclerédios germinados de forma carpogénica
ndo houve diferenca significativa. Assim, nenhum
dos exsudatos radiculares empregados agem na
inibicdo ou promocdo da germinagdo carpogénica
nos esclerédios. E sendo essa uma varidvel
qualitativa, é possivel afirmar que o ambiente
minimo necessdrio para que a germinagdo
carpogénica ocorra €  proporcionado  pela
testemunha. De acordo com Napoledo et al. (2007) o
volume de dgua e turnos de rega pouco freqiientes
sdo limitantes para a germinacdo dos esclerddios,
bem como a baixa umidade da superficie do solo, o
que reflete a importdncia da dgua neste tipo de
germinacao.

Para influéncia dos exsudatos radiculares
das plantas de cobertura no nimero de ascésporos

germinados foi observado que todos os exsudatos
radiculares  permitiram a  germinacdo  dos
ascosporos, quando foi adicionado sulfato de
streptomicina, ndo sendo observadas diferencas
quanto ao crescimento micelial dos ascdsporos
(Tabela 3). Neste caso os exsudatos nas
concentracdes utilizadas nio tém efeito sobre a
germinacdo dos ascésporos. No entanto, quando nao
foi adicionado sulfato de streptomicina, os
exsudatos radiculares das plantas de Stylosanthes sp.
e C. cajan obtiveram os menores valores na inibi¢do
da germinagdo dos ascdsporos. Este resultado é
explicado pelo expressivo aumento na populacio
bacteriana promovida por esses exsudatos
radiculares.

Tabela 3. Porcentagem de germinacdo dos ascdsporos em func¢do dos exsudatos radiculares das plantas de
cobertura com e sem adicao de sulfato de streptomicina

Sem adicdo de antibidtico

Exsudato radicular 24 horas
1% 5% 10% 25%
Stylosanthes sp. Sa 4a 4a 3a
Pennisetum glaucum 98c 99c¢ 97c 98c
Urochloa rhuziziensis 98c 99c¢ 98c 100c
Panicum maximum cv. mombacga 100c 97c 98¢ 95¢
Crotalaria juncea 95¢ 98¢ 96¢ 100c
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Cajanus cajan 9a 8a Sa 7a
Testemunha 85b 86b 84b 79b
Cv 3,59

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

Segundo Balota et al. (1995), os exsudatos
radiculares estimulam o crescimento da populacdo
de bactérias diazotréficas, in vitro, a partir das
primeiras 24 horas. Paula e Siqueira (1990)
relataram que os compostos exsudatos pelas plantas
podem atuar como sinais moleculares, que ativam o
crescimento micelial dos fungos e bactérias. Com o
aumento da populacdo ha o incremento na producao
de metabdlitos que podem possuir efeito
fungistatico. De acordo com Kennedy (1999), as
bactérias produzem metabdlitos, que podem ser
capazes de inibir o crescimento de outros
microrganismos. Varios autores relataram que a
quantidade e a qualidade dos exsudatos liberados
pela raiz alteram a composi¢cdo quimica do solo e
influenciam a comunidade bacteriana em colonizar a
rizosfera, as quais utilizam esses exsudatos como
fonte de carbono (BAUDOIN et al., 2001;

GRAYSTON et al.,, 1998; RICHARDSON et al.,
2009). Balota et al. (1995) ao trabalharem com o
fungo micorrizico-arbuscular Gigospora gigantea
observaram promog¢do no crescimento micelial. No
presente trabalho os exsudatos de P. glaucum, U.
rhuziziensis, P. maximum cv. mombaga e C. juncea
promoveram a germinacdo bem como um
expressivo crescimento micelial dos ascésporos.
Sendo assim estes exsudatos podem conter
compostos que estimulem o crescimento micelial
dos ascOsporos em dgua.
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ABSTRACT: The objective was to explore the influence of root exudates of some cover plants known as

Crotalaria juncea, Urochloa ruziziensis, Panicum maximum cv. mombaca, Pennisetum glaucum, Cajanus cajan e
Stylosantes sp. For the release of exudates roots plants were grown for 24 days, were subjected to centrifugation. 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. The effect of the exudates were studied in relation to mycelial growth, mycelial
and carpogenic germination of sclerotia and germination of ascospores of S. sclerotiorum. The concentrations used were
1%, 10% and 25% obtained by dilution in sterile water. The results showed mycelial growth rate was lower when using
the exudate of U. ruziziensis concentrations of 1% and 10%. The exudates did not affect mycelial germination of sclerotia.
Concerning the ascospores of Cajanus cajan and Stylosanthes spp. root exudates inhibited germination when it was added
streptomycin.

KEYWORDS: Management culture. Root. Apothecium. Sclerotia. Ascospores.
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