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RESUMO

Patogenos transmitidos pelo solo podem persistir por longos periodos em residuos culturais,
mesmo na auséncia de plantas hospedeiras, o qual vai depender do tipo de residuo e das
condicBes ambientais. Essa capacidade de sobrevivéncia representa um obstaculo significativo
para 0 manejo fitossanitario em sistemas de sucessdo ou rotagédo de culturas. Em Minas Gerais;
um dos maiores produtores nacionais de feijao (546,3 mil toneladas na safra 2023/2024), milho
(7,52 milhdes de toneladas em 2023) e batata (1,4 milhdo de toneladas em 2023), a sucessao
entre essas culturas € comum. No entanto, a disseminacéo sobrevivéncia em residuos culturais
de patégenos como Rhizoctonia solani, que infectam multiplas culturas, ocorre com frequéncia.
O fungo Rhizoctonia solani Kuhn, é um pat6geno radicular amplamente distribuido, capaz de
causar perdas de até 40% na produtividade final das culturas hospedeiras. Este patdgeno, pode
sobreviver como micélio ou na forma de esclerodios nos restos culturais, sendo um dos
principais desafios para seu controle. Devido a sua ampla gama de hospedeiros, na rotacéo de
culturas o inoculo do patégeno pode continuar ativo. Neste contexto, na primeira etapa deste
estudo se avaliou, por meio de experimentos in vitro, a interacdo entre R. solani e dois fungos
com atividade saprofitica: Epicoccum nigrum e um produto comercial a base de Trichoderma
asperellum. Utilizando testes de pareamento em placas de Petri, foi determinado que tanto E.
nigrum quanto T. asperellum apresentam atividade antagonista contra R. solani, com
percentuais de inibicdo de 80,78% e 39,35%, respectivamente. Posteriormente, foram
analisadas as necessidades nutricionais de cada microrganismo por meio da avaliagdo do indice
de sobreposicao de nicho (NOI). Os resultados demonstraram que, Epicoccum nigrum utilizou
a maior quantidade de nutrientes avaliados, 9 das 10 fontes de carbono e nitrogénio as 24h de
incubacdo. Foi confirmado também o desempenho da colonizagdo e o desenvolvimento micelial
por meio da inoculagdo da palha de milho e batata, avaliada qualitativamente por observagdes
diarias, considerando dois tipos de inoculacao: simultinea e sucessiva. Na segunda etapa, foram
realizados experimentos para avaliar o desenvolvimento da doenca em plantas de feijao sob
condicdes de casa de vegetacdo. Os resultados revelaram diferengas estatisticas nos tratamentos
com inoculagdes sucessivas, especialmente nos casos em que ambos os antagonistas foram
aplicados, resultando em menor desenvolvimento da doenca nesses tratamentos. No entanto,
nao foram observadas diferengas significativas no crescimento vegetativo das plantas. Os
experimentos realizados em conjunto demonstraram que cada substrato apresentou um nivel
distinto de desenvolvimento dos fungos. Além disso, evidenciaram o potencial do tratamento
na palhada como uma estratégia promissora para a reducdo da doenca. No entanto, destaca-se
a importancia de avaliar com maior detalhe as condi¢des adequadas para a aplicagdo dessa
abordagem.

Palavras-chave: Rhizoctonia solani, sobrevivéncia, atividade saprofitica, palhada.



ABSTRACT

Soilborne pathogens can persist for long periods in crop residues, even in the absence of host
plants, depending on the type of residue and environmental conditions. This survival capacity
represents a significant obstacle to plant health management in crop succession or rotation
systems. In Minas Gerais—one of Brazil’s leading producers of beans (546.3 thousand tons in
the 2023/2024 season), corn (7.52 million tons in 2023), and potatoes (1.4 million tons in
2023)—succession between these crops is common. However, the survival and dissemination
of pathogens such as Rhizoctonia solani, which infect multiple crops, frequently occurs in crop
residues. The fungus Rhizoctonia solani Kiihn is a widely distributed root pathogen capable of
causing yield losses of up to 40% in host crops. This pathogen can survive as mycelium or
sclerotia in crop residues, making it one of the main challenges for control. Due to its broad
host range, pathogen inoculum may remain active even under crop rotation. In this context, the
first stage of this study evaluated, through in vitro experiments, the interaction between R.
solani and two fungi with saprophytic activity: Epicoccum nigrum and a commercial product
based on Trichoderma asperellum. Using dual-culture assays in Petri dishes, both E. nigrum
and T. asperellum showed antagonistic activity against R. solani, with inhibition rates of
80.78% and 39.35%, respectively. Subsequently, the nutritional requirements of each
microorganism were analyzed by evaluating the niche overlap index (NOI). The results showed
that Epicoccum nigrum utilized the greatest number of tested nutrients—9 out of 10 carbon and
nitrogen sources within 24 hours of incubation. Colonization performance and mycelial
development were also confirmed through inoculation on corn and potato straw, assessed
qualitatively through daily observations, considering two types of inoculation: simultaneous
and successive. In the second stage, experiments were conducted to evaluate disease
development in bean plants under greenhouse conditions. The results revealed statistical
differences in treatments with successive inoculations, especially when both antagonists were
applied, resulting in lower disease development in these treatments. However, no significant
differences were observed in the vegetative growth of the plants. The combined experiments
demonstrated that each substrate presented a distinct level of fungal development. Additionally,
they highlighted the potential of straw treatment as a promising strategy for disease reduction.
Nevertheless, it is important to further evaluate the optimal conditions for applying this
approach.

Keywords: Rhizoctonia solani, survival, saprophytic activity, straw.



Impactos sociais, tecnoldgicos, econdémicos e culturais

A dissertacao apresentada contribui com indicadores de impacto tecnologico e econémico para
0 setor agricola, especialmente no contexto dos sistemas de rotacdo e sucessdo de culturas. Por
meio da avaliacdo da competicdo saprofitica de microrganismos na palhada, buscou-se
desenvolver uma tecnologia voltada a reducdo da severidade de Rhizoctonia solani. Os fungos
testados demonstraram caracteristicas favoraveis de colonizagéo e capacidade competitiva por
determinados nutrientes, o que resultou na diminuicdo do patégeno nos substratos analisados.
Além disso, foram avaliadas estratégias mais adequadas de inoculagéo para a aplicacdo desses
agentes de controle bioldgico.

O trabalho apresenta potencial para avangos, principalmente no que se refere a otimizacéo do
desenvolvimento dos fungos sob diferentes condigfes ambientais, como umidade, temperatura
e luminosidade, fatores que influenciam diretamente a eficacia do biocontrole. Os resultados
obtidos contribuem para a ampliacdo das estratégias de manejo da doenca e para a gestao
eficiente dos residuos pés-colheita.

Essas abordagens estdo alinhadas aos principios da agricultura sustentavel, pois avaliam
métodos com menor impacto sobre o solo e 0 ambiente, promovendo praticas mais seguras e
equilibradas. Além disso, colaboram para o consumo e a producéo responsaveis, influenciando
positivamente a fase produtiva de alimentos e contribuindo para sistemas agricolas mais
resilientes e eficientes.

Social, technological, economic and cultural impacts

The presented dissertation contributes to technological and economic impact indicators for the
agricultural sector, especially in the context of crop rotation and succession systems. Through
the evaluation of saprophytic competition among microorganisms in crop residues, the study
aimed to develop a technology to reduce the severity of Rhizoctonia solani. The tested fungi
demonstrated favorable characteristics for colonization and competitive ability for specific
nutrients, which resulted in a reduction of the pathogen in the analyzed substrates. In addition,
the study assessed the most appropriate inoculation strategies for the application of these
biological control agents. The work presents potential for further development, particularly
regarding the optimization of fungal growth under different environmental conditions such as
humidity, temperature, and light—factors that directly influence the effectiveness of biocontrol.
The results obtained contribute to the expansion of disease management strategies and to the
efficient management of post-harvest residues.

These approaches are aligned with the principles of sustainable agriculture, as they evaluate
methods with lower impact on soil and the environment, promoting safer and more balanced
practices. Furthermore, they support responsible consumption and production, positively
influencing the food production phase and contributing to more resilient and efficient
agricultural systems.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a gestdo de residuos pos-colheita e a sua utilizacdo para otimizar a
fertilidade do solo, aumentar a eficiéncia no uso da agua e reduzir a dependéncia de
fertilizantes quimicos constituem praticas amplamente adotadas (Shinde et al., 2022). Em
Minas Gerais, a sucessao entre feijdo, milho e batata € uma pratica comum. No entanto,
a suscetibilidade destas culturas a isolados patogénicos que sobrevivem nos residuos
culturais representa um risco significativo, especialmente no que se refere a sobrevivéncia
e disseminacdo dos inodculos (Ruppel, 1985). Entre 0s patdgenos capazes de persistir nos
restos culturais, destaca-se Rhizoctonia solani, agente etiologico de diversas doencas
radiculares, que pode hibernar sob a forma de micelio ou esclerddios. Esses propagulos
permanecem viaveis na palha, atuando como indculo primério e infectando as culturas da
safra subsequente (Luz etal., 2022). Essa habilidade, somada a ampla gama de
hospedeiros do fungo, torna o seu controle particularmente desafiador (Parmeter, 2023).

Entre as medidas de controle reportadas para este fungo, utiliza-se estratégias para
evitar a disseminacdo do inéculo, como o uso de sementes certificadas, a rotagdo de
culturas e a implementacdo de variedades moderadamente resistentes (Ariena et al.,
1996). No caso do controle quimico o uso de fungicidas a base de azoxistrobina e
protioconazol, devem ser aplicados preventivamente para serem eficazes. No entanto,
fungicidas quimicos podem ter impactos ambientais significativos além de afetarem os
sistemas bioldgico naturais do solo e estarem associados ao desenvolvimento de
resisténcia e efeitos negativos para a saide humana (Fisher et al., 2022).

Considerando o controle biol6gico, as cepas bacterianas de Bacillus e
Pseudomonas podem ser utilizadas para inibicdo desta doenga, assim como também os
fungos Verticillium e Trichoderma, que demonstraram eficacia na reducédo de esclerodios
e indculo micelial de patégenos transmitidos pelo solo (Barakat et al., 2007). Além disso,
o0 uso de fungos enddéfitos, como Epicoccum nigrum, também foram avaliados em quanto
a supressao do crescimento de R. solani mostrando uma inibicao in vitro significativa do
crescimento micelial (Lahlali & Hijri, 2010).

A busca de estratégias de controle que aumentem a produtividade e promovam a
sustentabilidade do ecossistema agricola séo pontos fortes no novo cenario mundial.
Assim, é fundamental também considerar a diminui¢cdo da quantidade de in6culo que
sobrevive ao inverno nos restos culturais para obter um controle eficaz desta doenca
(Kulik et al., 2024).
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Baseado nessas inferéncias, formulou-se a hip6tese de que pode ocorrer uma
reducdo no inoculo inicial na palhada, quando esta é tratada com fungos saprofitos
capazes de competir com o patdgeno. Além disso busca-se avaliar se a combinagéo desses
fungos inoculados simultaneamente e sucessivamente, podem gerar efeitos significativos
do que sua aplicacdo isolada. O objetivo deste estudo foi avaliar a competicdo saprofitica
entre os fungos Trichoderma asperellum e Epicoccum nigrum contra o patégeno
Rhizoctonia solani, verificando se essa intera¢do sob o substrato de duas palhadas (milho

e batata) resultam em uma reducéo da doenca em plantas de feijdo.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. MANEJO DE RESIDUOS POS-COLHEITA

O crescimento populacional e, consequentemente, o incremento da demanda por
alimentos, aliado a adoc¢éo recente de sistemas de plantio direto (SPD) na agricultura, tem
contribuido para o aumento na geracdo de residuos de colheitas (Alghamdi & Cihacek,
2022). Uma proporcéo significativa destes residuos é queimada com o objetivo de
economizar tempo e trabalho, porém, este procedimento conduz a niveis de poluicédo
ambiental, impactos negativos no ecossistema do solo e aumento na emissao de gases de
efeito estufa, com repercussdes diretas na salde humana (Memon et al., 2018). No
entanto, na atualidade estdo sendo adotadas técnicas para serem gerenciados e mantidos
para praticas agricolas sustentaveis.

A manutencdo dos residuos pos-colheita, como a palha sobre a superficie do solo,
representa uma pratica importante para a conservacdo do solo, contribuindo para o
aumento dos teores de carbono organico, a melhoria da estrutura fisica, a estabilizacdo da
temperatura superficial e o favorecimento da infiltragdo de dgua (Rasche & Sos Del
Diego, 2020). Um 6timo manejo de residuos pode aumentar a produtividade das culturas,
melhorando a fertilidade e a estabilidade fisica do solo (Jahangir et al., 2021). Mas para
que isso seja possivel deve ser efetuado a decomposicdo de residuos agricolas, os quais
dependeram de fatores como umidade, temperatura e relacdo carbono/nitrogénio destes
(Alghamdi & Cihacek, 2022).

No entanto, o residuos de colheita também podem alojar e permitir a sobrevivéncia
de diferentes patdgenos vegetais, que possuem a capacidade de hibernar nesses materiais
e atuar como inoculo inicial, infectando a safra seguinte (Kulik et al., 2024). Para reduzir

0 impacto deste risco precisa se compreender o manejo das interacfes patdgenos e
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residuos agricolas, dentro das diferentes condi¢gdes ambientais, as praticas dos sintemas
de plantio direto e os microrganismos antagonicos (Bailey, K, 1996).

2.2. 0 PATOGENO Rhizoctonia solani

A sintomatologia tipica que produz este fungo pode incluir lesdes necroéticas marrons
avermelhadas nos caules, estolGes e raizes, e tubérculos com formacdes de esclerddios na
sua superficie, conhecida como costra preta (“black scurf”). (Banville, 1989)

O patdgeno produz hifas marrom-claras, ramificadas e em angulo reto, uma
caracteristica distintiva do fungo, com largura de 6 a 10 um. Essas hifas tornam-se rigidas
devido ao espessamento das paredes celulares, ndo possuindo conexdes de grampo e
conidios (Sneh et al., 1998). Além disso, o fungo forma estruturas de sobrevivéncia
chamadas esclerddios, que sdo resistentes a condigdes ambientais extremas devido a
presenca de melanina em suas paredes celulares. Esses esclerédios sdo encontrados
geralmente a uma profundidade de 15 cm no solo e apresentam um padréo de distribuigéo
diverso (Sharon et al., 2008).

Rhizoctonia solani é um fungo pertencente ao grupo dos basidiomicetos, com uma
fase teleomdrfica conhecida como Thanatephorus cucumeris. Este fungo causa doencas
de importancia econdmica mundial na maioria das plantas agricolas, incluindo batata,
cereais, algoddo, beterraba sacarina, hortalicas, culturas de campo, gramineas, plantas
ornamentais, arvores frutiferas e florestais. Além disso, R. solani € sapréfito e alguns
grupos podem formar associa¢fes micorrizicas com orquideas e outras plantas, enquanto
outros atuam como agentes de biocontrole (Sneh et al., 1998). Este fungo € o agente
causador de podriddo de sementes, raizes e frutos, cancro em hastes e doencas foliares.
Pode sobreviver como micélio ou na forma de esclerddios em solos ou residuos de

plantas, devido a sua boa capacidade de colonizacao saprofitica (Parmeter, 2023).
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Figura 1 - O ciclo da doenca do patégeno Rhizoctonia solani, causador do cancro da

haste e da costra preta na cultura de batata.
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Fonte: Wharton & Madeira, 2013

R. solani presenta uma alta diversidade morfologica e genética que se traduz em
uma ampla gama de hospedeiros devido a sua elevada adaptagédo ecoldgica relacionada
com os diferentes grupos de anastomoses (AGs), o fungo apresenta 14 grupos de
anastomose (AG1 a AG13 e AGBI). A anastomose € o critério mais relevante para
classificar os isolados deste fungo, e esta baseado na capacidade que tem os isolados de
um mesmo grupo em se reconhecer e fundir (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018).

Estudos do Cepea (Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada
ESALQ/USP) mostram que o impacto na produtividade das culturas de soja, milho e
algodao no Brasil varia de 9,5% a 40%, dependendo do tipo de doenga analisada e na
auséncia de controle adequado.

Controlar R. solani é desafiador devido a sua ampla gama de hospedeiros e as

grandes perdas de rendimento que provoca em mais de 100 culturas agricolas e horticolas
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anualmente (Chen et al., 2016). Os métodos de controle incluem abordagens quimicas,
fisicas e culturais, além do uso de variedades resistentes e controle bioldgico.

Medidas culturais para controlar R. solani, visando reduzir o contato da planta com
0 patdgeno, incluem rotacdo de longo prazo com cereais, coleta precoce e semeadura em
condicGes de alta temperatura e secas para estimular a proliferagdo dos tubérculos, no
caso da batata. Além disso, fungicidas podem ser aplicados em algumas espécies

hospedeiras, juntamente com o uso de variedades resistentes especificas (Tsror, 2010).

2.3. CAPACIDADE SAPROFITICA de Rhizoctonia Solani

Rhizoctonia solani, € considerado como colonizador pioneiro da matéria organica
(Chavarro-Mesa et al., 2020), apresentando uma capacidade saprofitica que depende nao
apenas da taxa de crescimento, mas também da producdo de antibidticos, toxinas e
enzimas, além de outros determinantes do solo, que incluem fatores bidticos e abidticos
(Yulianti et al., 2007; Sannazzaro & Fenille, 2001). E de extrema importancia considerar
essa carateristica como um indicativo de risco, principalmente quando o inoculo esta
presente em niveis elevados (Papavizas et al. 1975; Yulianti et al., 2007).

Muitos solos, principalmente no nordeste do Brasil podem ter atividade saprofitica
reduzida ou nula de Rhizoctonia, indicando que ha antagonistas naturais com capacidade
supressora do solo. Esses solos sdo comuns em ambientes ecologicamente equilibrados
com componentes fisico-quimicos e microbioldgicos estabilizados (Luz et al., 2022).

O tipo de cobertura do solo também pode influenciar diretamente a atividade
saprofitica da R. solani, indicando que os solos com um tipo de cobertura podem ser mais
supressivos do que os solos sem cobertura (Kunieda-Alonso et al., 2005). No entanto,

essas afirmacdes ainda estdo sendo estudadas.

2.4, ESTRATEGIAS DE CONTROLE BIOLOGICO

O controle biolégico em comparacdo com o controle quimico é considerado uma
boa alternativa de manejo de patdgenos de solo; que consiste na supressdo de um
patdgeno com um microrganismo vivo ndo patogeno da cultura em questdo. R. solani é
considerada uma boa candidata ao controle biolégico devido a sua ampla adaptagéo
ambiental e ao grande nimero de hospedeiros, assim como ao alto nimero de esclerédios

produzidos no solo (Wong et al., 2020)
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Os primeiros trabalhos sobre 0 uso de microrganismos como antagonistas contra
R. solani foram as interagbes com Trichoderma e Gliocladium (Lewis & Papavizas,
1987). Esses trabalhos isolaram a gliotoxina do fungo Gliocladium e testaram sua
eficacia. Os estudos de controle bioldgico foram acelerados a partir da década de 1980.
As pseudomonas fluorescentes e o Bacillus sp. sdo as espécies de bactérias mais
prevalentes no solo e na rizosfera e tém o potencial de promover o crescimento das plantas
e suprimir as doencgas das plantas. O Trichoderma sp. e 0 antagonista fungico do
Gliocladium foram as espécies mais usadas no controle bioldgico deste fitopatdgeno.

Artigos de revisdo compilaram informagdes sobre antagonistas usados contra
Rhizoctonia, que incluem: espécies de Aspergillus, Epicoccum nigrum, Fusarium solani,
Gliocladium roseum, também conhecido como Clonastachys rosea f. rosea, Laetisaria
arvalis, Myrothecium sp, Pseudocercosporella herpotrichoides, Pseudoeurotium
multisporum, Pythium oligandrum, varias espécies de Trichoderma e Verticillium,
espécies de Stretomyces, Neocosmospora vasinfecta var. africana, Acrophialophora
levis, Botryotrichum piluliferum, Coniothyrium sporulosum, Dicyma olivacea,
Gliocladium catenulatum, Stachybotrys chartarum, S. elegans, Stachylidium bicolor,
Verticillium chlamydosporum, Cylindrocarpon olidum e espécies de Myrothecium
(Aydin, 2022).

Os mecanismos de biocontrole envolvidos na interacdo entre o patdgeno e o
antagonista em uma planta ou ambiente incluem (a) antibiose, (b) competicdo, (c)
micoparasitismo, (d) enzimas que rompem a parede celular do patégeno e (e) resisténcia
induzida e hipoviruléncia. Esses mecanismos podem ser usados pelo antagonista
isoladamente ou em combinagdo (Djonovi¢ et al., 2007).

Varios estudos relatam que o género Trichoderma (Teleomorfo: Hypocrea) é eficaz
no controle bioldgico de R. solani, estimulando o crescimento da planta e a reacdo de
defesa, e produzindo antibiéticos e enzimas (Abbas et al., 2017). Muitas espécies de
Trichoderma, especialmente T.harzianum, sdo experimentadas em batatas, arroz, gréo-
de-bico, feijdo, algoddo, tomates, pimentdes, meldes, pepinos, etc. contra R.solani, que
causa doengas em plantas, e atualmente é usado como bioformulago (Aydin, 2022).

O uso de fungos enddfito também tem sido relatado, destacando-se Epicoccum
nigrum, que demostrou um bom desempenho tanto em testes in vitro quanto em
experimentos realizados em casa de vegetacdo. Este fungo apresentou resultados

significativos ao reduzir o indice de severidade da doenca nos caules de planta suscetiveis,
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assim como melhorando significativamente o rendimento da batata (Lahlali & Hijri,
2010).

2.5. Trichoderma asperellum

O género Trichoderma compreende espécies de fungos de vida livre, com
comportamento de simbiontes oportunistas, micoparasitas e avirulentos para as plantas,
sendo comumente encontrados em ecossistemas de solo e na rizosfera (Harman et al.,
2004). Muitas dessas espécies sdao amplamente utilizadas no controle de doencas
radiculares causadas por Rhizoctonia solani, um patdgeno que pode afetar mudas de
pepino, batata, milho, pimenta, feijdo, soja, entre outras culturas (Abbas et al., 2017). A
eficacia desse controle tem sido demonstrada em ensaios in vitro e em condi¢bes de
campo. No entanto, a viabilidade do indculo pode ser negativamente afetada por fatores
ambientais, como umidade relativa, radiacdo ultravioleta, temperatura e condigcdes de
armazenamento (Herrera et al., 2020).

Entre as espécies mais promissoras, Trichoderma asperellum tem se destacado pelo
seu potencial no controle de R. solani, promovendo a reducdo das taxas de incidéncia de
podriddo radicular e murcha. Essa eficacia esta diretamente relacionada ao aumento das
concentragOes das enzimas peroxidase, catalase e quitinase, reconhecidas por seu papel

na ativacdo de mecanismos de defesa nas plantas(Almaghasla et al., 2023).

2.6. Epicoccum nigrum

O género Epicoccum, pertencente ao grupo dos fungos ascomicetos, apresenta
diferentes estilos de vida, podendo atuar como enddfitas, parasitas, saprofitas ou agentes
de controle bioldgico (Taguiam et al., 2021). Com ampla distribuicdo, essas espécies
podem ser encontradas em diversos habitats, como o ar, o solo, a 4gua e em diferentes
partes das plantas, incluindo folhas, ramos, flores e cascas (Melgarejo et al., 1985). O
estudo de seu potencial como agente de biocontrole tem revelado sua capacidade de
produzir diversos compostos bioativos, que podem atuar na inibicdo do crescimento e a
germinacdo de conidios de fungos fitopatdgenos (Braga et al., 2018).

Dentre as espécies estudadas, Epicoccum nigrum tem se destacado por sua
capacidade de reduzir a severidade das doencas radiculares da batata causadas por
Rhizoctonia solani, por meio de mecanismos de antagonismo, resultando em um aumento

significativo no rendimento da cultura (Lahlali & Hijri, 2010).
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2.7.0 MECANISMO DE COMPETIGAO NO CONTROLE BIOLOGICO

Dentro dos principais fatores que podem influenciar na sobrevivéncia dos
microrganismos no solo estdo a predacdo, a competicdo e o tipo de cultura ou substrato
utilizado como nicho, além dos proprios fatores fisiologicos intrinsecos dos organismos.
(Blakeman & Fokkema, 1982). A conex&o do controle bioldgico com os fatores abioticos
do solo, como textura, pH, temperatura, conteido de umidade e disponibilidade de
substrato precisam ser monitorados, ja que eles determinam a sobrevivéncia e atividade
dos organismos introduzidos (Whipps, 2001).

A capacidade de competicdo pode ser definida como a disputa entre dois ou mais
organismos pela utilizagdo de um mesmo recurso ou requisito essencial, como nutrientes,
espaco fisico, luz, entre outros. Essa interacdo pode ocorrer de forma desigual, de modo
que um dos organismos reduz a disponibilidade desses recursos para os demais (Bettiol
etal., 2019).

O estabelecimento de agentes de controle bioldgico no micro-habitat do patégeno
(raiz, superficie foliar, tubérculo, corte de infeccdo etc.) é um pré-requisito para o sucesso
do controle. (Kalogiannis et al., 2006). Um fator relevante que pode acontecer quando se
faz uso do controle bioldgico e a rapida diminuicdo das populagdes de células ativas a
niveis ndo suficientes para controlar o patdgeno, isto devido muitas vezes a condi¢des
climaticas adversas. (Michereff, 1996).

A atividade do agente de controle bioldgico deve se predispor para em sua maioria
para sincronizar com a os periodos de maxima atividade do patdgeno, tanto no tempo
como espaco. Um dos atributos mais importantes de um agente de controle biolégico é
ser ativo no ambiente conducente ao desenvolvimento do patégeno. Neste contexto, €
fundamental considerar todas os fatores que podem favorecer o pleno estabelecimento do
agente de controle bioldgico, como sua competitividade e adaptabilidade (Anténio et al.,
2016).
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3. HIPOTESE
Os fungos saproéfitos Trichoderma asperellum e Epicoccum nigrum atuam na reducdo
do inoculo inicial de Rhizoctonia solani na palhada de milho e de batata mediante o

mecanismo de competicao.

4. OBJETIVO
Avaliar a influéncia de microrganismos saprofitos inoculados em palha de milho e
batata sob a diminuicdo do inoculo inicial de Rhizoctonia solani avaliadas em plantulas

de feijdo.

4.1.0bjetivos especificos

4.1.1.1. Avaliar com experimentos in vitro, a interacdo entre Rhizoctonia solani e dois
fungos com atividade saprofitica: Epicoccum nigrum e um produto comercial a
base de Trichoderma asperellum.

4.1.1.2.Determinar as necessidades metabdlicas de cada microrganismo por meio da
avaliacdo do indice de sobreposicéo de nicho (NOI).

4.1.1.3.Analisar o desempenho da colonizagdo e o desenvolvimento micelial por meio
da inoculagdo da palha de milho e batata com dois tipos de inoculagdo:
simultanea e sucessiva.

4.1.1.4.Avaliar o desenvolvimento da doenca em plantas de feijao sob condi¢des de casa

de vegetacao.
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5. MATERIAIS E METODOS
PRIMEIRA PARTE

5.1.1. Obtencao dos isolados

Para o isolamento do patdgeno Rhizoctonia solani foram coletados raizes de batata
com lesoes elipticas avermelhadas carateristicas, além de tubérculos com sintomas de
massas miceliais na superficie, sintomatologia conhecida como “Black scurf”, obtidas na
localidade de Ipuiuna (22,02304° S; 46,11046°C), municipio localizado no sul do estado
de Minas Gerais. Fragmentos de aproximadamente 5 mm de didmetro foram esterilizados
superficialmente em hipoclorito 1% pelo um minuto, lavadas duas vezes em agua
destilada estéril e transferidos para placas de dgar agua com antibidtico, posteriormente
foram incubados a 25°C por 48-72 horas, apos este tempo os extremos das hifas das
colonias de Rhizoctonia solani desenvolvidas foram identificadas sob um microscopio
estereoscopico e transferidas para agar de dextrose de batata (PDA), sendo incubadas a
25°C até o uso. (Woodhall et al., 2007). Os fungos saprofitos utilizados; Epicoccum
nigrum, foi fornecido pelo laboratério de controle bioldgico da Universidade Federal de
Lavras (Perrony etal., 2023), e Trichoderma asperellum BV10, foi obtido de um

biofungicida comercial.

5.1.2. Identifica¢io morfologica do patdgeno e teste de patogenicidade em dois

diferentes hospedeiros

Para a confirmacdo do isolado se fez observacbes macroscopicas carateristicas
como o crescimento de micélio e a formacao de esclerédios apos 15 dias no meio BDA.
Na observacdo microscopica buscou se observar ramificacdes em angulo reto e constricao
no ponto de origem (Nagqvi et al., 2024). Para o teste de patogenicidade do isolado obtido,
0 desenvolvimento da doenga foi testado em plantas de feijao e milho (culturas de
sucessdo comuns para a cultura da batata). Para isso foi utilizado grdos de arroz
colonizados como fonte de inoculo (Michereff-Filho et al., 1996). Vasos de 1,5L forma
preenchidos com uma mistura de solo e substrato (2:1 p/p), além de aproximadamente
7,59 de arroz colonizado, utilizado como inoculo. Transcorrida uma semana da
infestacdo, seis sementes de feijdo e milho livres de patdgenos foram semeadas por vaso

(Silva-Barreto et al., 2010). Foram testadas quatro repeti¢des para cada hospedeiro, tendo
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um tratamento testemunha inoculado com arroz sem ser colonizado. O experimento foi
irrigado diariamente, fazendo observagdes diarias para a observacdo dos sintomas

iniciais.

5.1.2. Teste de pareamento in vitro

A relacéo de interacgdo entre Rhizoctonia solani e os fungos Epicoccum nigrum e
Trichoderma asperellum. foi avaliada por meio um teste de pareamento in vitro em placas
de 9cm contendo 20 ml de agar dextrose batata (BDA), onde foram inoculados em um
extremo discos de aproximadamente 0,5cm dos potenciais antagonistas, e
subsequentemente apds dois dias foram semeadas o isolado patogénico no outro extremo;
foram incubadas a 25 + 2 °C por 3 dias, ap0s esse tempo as intera¢es foram examinadas
e medidas diariamente. O teste foi feito duas vezes, cada um contendo dez repeticdes.
Para o célculo de porcentagem de inibicdo micelial do patdgeno, foram utilizadas as
medicBes diarias do crescimento micelial radial de R. solani em direcdo ao fungo
antagbnico (Ri) assim como as das placas controle (Rc). A inibicdo do crescimento
micelial foi calculada pela férmula: (Rc—Ri)/Rex100 (Campanile et al., 2007). As
porcentagens de inibicdo das combinacdes foram utilizadas para o calculo da Area Abaixo
da Curva de Inibicdo Micelial (AABIC), formula baseada no calculco da Area Abaixo da
Curva de Progresso da Doenga (AACPD) (Shaner, 1977).

AABIC =) (% X (Tpea iﬂ))

Onde:
e | inibicdo relativa no tempo ttt,
e lw1: inibicdo relativa no intervalo de tempo seguinte (t+1)

e Twi1—Ti:intervalo de tempo entre os dois pontos consecutivos.
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5.1.3. Preparacio das suspensoes flingicas

Para o preparo das suspens@es fungicas, utilizou se uma cultura de Epicoccum nigrum
com 10 dias de idade, cultivada em placas de agar batata dextrose (PDA), e incubada no
escuro a 25°C. Os conidios foram coletados suspendendo-os em &gua destilada
esterilizada (ddH:0), e ajustada a uma concentracdo final de 1 x 10° esporos/ml (Bian
et al., 2021). No caso do produto comercial a base T. asperellum, o inoculo foi preparado
para a quantidade que foi utilizada, seguindo as indicacdes da bula, na dose recomendada
de 100ml do produto para 150L de calda/ha. Para o preparo do inoculo de Rhizoctonia
solani foram transferidos discos de micélios de 5 dias de idade para Erlenmeyers
contendo meio liquido BDA, e incubados em um agitador a 25°C, 180rpm por 96h. O
micélio desenvolvido no meio liquido foi removido com palitos esterilizados, filtrado e
lavado com &gua destilada. Em seguida, o micélio foi cortado em fragmentos miliciais
uniformes com auxilio de agulhas esterilizadas, e ajustado a uma concentracao final de

1 x 10° fragmentos miceliais/ml (Sun et al., 2024).

5.1.4. Avaliacéo do indice de sobreposicédo de nicho (NOI)

Este teste foi realizado com o objetivo de avaliar a competicdo por fontes especificas de
carbono e nitrogénio. Foram analisadas seis fontes de carbono e quatro de nitrogénio,
nutrientes comumente encontrados nos substratos avaliados (palha de milho e batata). Os
fungos foram cultivados individualmente em meio BDA por 5 dias a 25°C com
fotoperiodo de 12h posteriormente, foram preparadas as suspensdes de cada fungo.

Em uma placa de ELISA de multiplos pocos, foram adicionados 100uL de cada fonte de
carbono e nitrogénio: (D-sacarose, arabinose, Ethanolamine, D-galactose, D-rafinosse,
xilose, L -prolina, L-alanina, L-serina e L-arginina), todas preparadas a 10mM,
juntamente com 100 pl da suspenséo de cada isolado fungico, as placas foram incubadas
a 25 °C no escuro. Apos intervalos de 12, 24, 48 e 72 horas de incubacéo foram realizadas
as leituras no espectrofotometro a uma absorbancia de 750 nm (indicativa de crescimento
micelial) (Perrony et al., 2023).

Foram realizadas quatro réplicas para cada tratamento, com os pogos Al a D9 utilizados
como controle. As leituras de comprimento de onda foram comparadas para determinar
se houve um aumento no crescimento maior que o do patdgeno e do controle branco.
Valores de absorbancia superior ao controle indicaram que o nutriente foi utilizado, sendo

considerado na avaliacéo para o célculo do indice de sobreposicdo de nicho (NOI).
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O Indice de sobreposicao de nicho (NOI), € calculado dividindo o niumero de fonte de C
ou N compartilhadas por dois fungos pelo nimero de fontes utilizadas por um fungo alvo.
Um NOI de 0,9 ou maior é considerado indicativo de uma sobreposicao significativa
(Wallis, 2021).

5.1.5. Inoculac¢ido da palhada de batata e milho

Amostras de palha de batata, coletadas na localidade de Ipuitina, no sul do estado de
Minas Gerais; e de palha de milho, provenientes de areas proximas a Ijaci (Cohab I),
foram encaminhadas ao laboratorio de controle bioldgico. No laboratoério, as palhas,
compostas principalmente por caules, foram cortadas em pedacos de 3 a 5 cm de
comprimento. Em seguida foram autoclavadas duas vezes a 120°C por 20 minutos (com
um intervalo de 24 horas entre ambos ciclos). (Sarrocco et al., 2021).

Os pedagos de palha foram transferidos para placas de Petri (60x15mm), previamente
preenchidas com 20g. de solo (esterilizado duas vezes por 20 min a 120°C). O solo foi
umedecido com 4ml de 4gua esterilizada um dia antes da inoculagdo dos tratamentos.
Foram realizados oito tratamentos, cada um composto por seis placas, sendo cada placa
considerada como uma repeticdo. No caso da palha de batata, cada placa continha seis
pedagos de palha, enquanto as placas com palha de milho apenas continham cinco
pedacos. O experimento conduzido em dois tempos de inoculagdo: 1. Inoculacio
simultanea: tanto o patdogeno quanto os fungos testados foram inoculados a0 mesmo
tempo; 2. Inoculacdo sucessiva: inicialmente foram inoculados 7. asperellum e E.

nigrum, apos 48h, foi inoculado o patdgeno.
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Tabela 1 — Tratamentos para ambos tempos de inoculac¢do, em palha de batata e palha de

milho.
TRATAMENTO ESPECIFICACAO

Controle negativo: Palha de batata/milho inoculada com agua

b destilada esterilizada.

- Controle positivo: Palha de batata/milho inoculada com o
patogeno.
Palha de batata/milho inoculada com uma suspensao de E. nigrum

3 e um plug de micélio de R. solani

T4 Palha de batata/milho inoculada com uma suspensdo de T
asperellum e um plug de micélio de R. solani.
Palha de batata/milho inoculada com uma suspensdo de T.

T5 asperellum, uma suspensdo de E. nigrum ¢ um plug de micélio de
R. solani

T6 Palha de batata/milho inoculada com uma suspensao de E. nigrum
Palha de batata/milho inoculada com uma suspensdo de T

7 asperellum.

T8 Palha de batata/milho inoculada com uma suspensdo de T.

asperellum, uma suspensdo de E. nigrum

Fonte: da autora (2024).

Ap0s a inoculagdo o solo das placas foi umedecido uma vez mais com 4 ml de agua
destilada esterilizada e fechadas com fita filme stretch para manter a umidade. As placas
foram fotografadas diariamente para observar o aumento da colonizacao fingica diaria.
Sete dias ap0s a inoculagdo, a palha de cada tratamento foi transferida a vasos para testes

em casa de vegetagao.
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SEGUNDA PARTE

5.1.6. Ensaio em casa de vegetacao de desenvolvimento de doenca em plantulas de

feijao

O ensaio foi conduzido na casa de vegetagdo do Laboratorio de Controle
Biologico (LCB) do DFP/UFLA. Copos de 15 cm de didmetro e 500ml foram preenchidos
com uma mistura de solo esterilizado e substrato na propor¢do 2:1. Em seguida, pedacos
de palha inoculados no teste anterior foram colocados na superficie, respeitando a ordem
dos tratamentos. Para os copos que continham tratamentos com palha de batata, foram
selecionados aleatoriamente quatro pedacos de cada placa, enquanto para os tratamentos
com palha de milho, foram escolhidos apenas trés pedagos. Os vasos foram dispostos em
um delineamento de blocos inteiramente casualizados. Apos 24 horas da transferéncia da
palha para os vasos, foram semeadas quatro sementes de feijdo da cultivar Pérola,
distribuidas nos quatro pontos extremos de cada vaso. A irrigagdo foi realizada
diariamente com agua da torneira para evitar estresse hidrico, e as plantas foram mantidas
aproximadamente 15 dias. Os primeiros sintomas da doenca foram observados apds

emergéncia das plantulas.

5.1.7. Avaliacao de incidéncia e severidade

Quinze dias apds emergéncia, foram avaliados os sintomas, como lesdes circulares
marrom-avermelhadas nas raizes e no hipocétilo, além de murcha na parte foliar. O
numero de plantulas doentes foi registrado para cada tratamento, permitindo o célculo da
porcentagem de incidéncia. A severidade da doenca foi avaliada uma escala de notas
especifica para plantulas de feijao foi avaliada desde a nota 0 a 5. Onde: O=plantas sadias;
1=lesdes menores ou iguais a 2,5 mm; 2=lesdes entre 2,5 ¢ 5 mm; 3=lesdes envolvendo
o coleto e causando o sintoma de murcha das folhas; 4=planta tombada e/ou morta e
S=sementes nao germinadas ou plantulas ndo emergidas. Com esses dados foi calculado

o indice de doenga (ID%), onde:

2 (valor da nota x n® de plantas com esta nota)
ID (%) = _ x 100.
(n?® total de plantas x valor maximo da escala de notas)

Fonte: Michereft-Filho et al., (1996)
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5.1.8. Avaliacdo do comprimento de raiz e area foliar
Simultaneamente das avaliagdes de incidéncia e severidade, foram registrados os
dados de comprimento de raiz, e comprimento da parte aérea foliar, isto para determinar

se os tratamentos tiveram inferéncia na parte de promogao de crescimento das plantulas.

5.1.9. Determinacio do estado nutricional da palhada

Amostras de palha de batata e milho despois de ser devidamente autoclavadas
foram moidas, foi pesado 20gr de cada uma e enviado ao Laboratorio de Analises de Solo
DCS/UFLA para testes do estado nutricional. Os resultados foram analisados para

determinar a diferencia entre as amostras.

5.1.1 Analises estadisticos
Os dados foram submetidos a andlise de varidancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, por meio da utilizagao do

Software R versdo 4.0.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Identificacio do isolado de Rhizoctonia solani e teste de patogenicidade

O isolado obtido de raizes com lesdes marrom-avermelhadas e de tubérculos com
sintomatologia de massas miceliais em suas superficies ou também denominado costra
preta (Figura 2, se¢do “a”), exibiu todas as carateristicas morfologicas, tanto
macroscopicas quanto microscopicas, descritas para identificar R. solani.

Na anélise por microscopia de luz convencional, foram observadas as estruturas das
hifas e o niimero de nucleos por célula utilizando o corante nuclear Safranina O de
Bandoni. Confirmou-se que ¢ um fungo multinucleado, permitindo a identifica¢do e
distingdo da espécie de Rhizoctonia solani, conforme descrito por Sneh et al., (2013).

(Figura 2, se¢do “b e c”).
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Figura 2 — Fotografias do isolamento de Rhizoctonia solani, (a) Tubérculo de batata com
sintomatologia de “black scurf”, (b) Micélio desenvolvido em meio BDA, apos 5 dias de
incubagdo a 25°C. (¢) Tingdo e observagdo microscopica das hifas de R. solani.

i
D

40x

Fonte: Da autora (2024).

No teste de patogenicidade conduzido com dois hospedeiros diferentes, foram
identificados a partir do 10° dia apds a semeadura, sintomas que incluiram auséncia de
emergéncia de plantulas, ocorréncia de cancro nas hastes e murcha foliar. Com base nestas
avaliagdes, constatou-se que o isolado obtido € patogénico tanto para as plantas de batata
como para plantas de feijao e de milho, sendo a severidade maior nas plantulas de feijao.
Além disso, foram observadas diferencias no tamanho de raizes e na area foliar entre os

tratamentos controle e aqueles inoculados com o patogeno (Figura 3).

Figura 3 — Teste de patogenicidade. Plantulas ao dia 15 ap6s inoculagdo do patdgeno;

(a) Plantulas de feijao, (b) Plantulas de milho

{

Fonte: Da autora (2024).
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6.2. Padrao de interacdo entre Rhizoctonia solani e os fungos Epicoccum nigrum e

Trichoderma asperellum

Os resultados obtidos no teste de pareamento demonstraram uma interacdo
significativa de inibicdo de crescimento micelial do patégeno tanto por parte de E. nigrum
quanto por T. asperellum. Os dados de porcentagem de inibi¢cdo micelial do patégeno,
assim como os da Area Abaixo da Curva de Inibicdo Micelial (AABIC), foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA), a qual indicou um alto nivel de significancia
entre os tratamentos (p<0.001). As médias foram comparas pelos testes de Tukey, Duncan
e Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Observou-se que a maior porcentagem de inibicdo micelial e por consequéncia a

maior AABIC foi obtida por T. asperellum em comparacao com E. nigrum.

Figura 4 — Placas do teste de pareamento ap6s 13° dia de incubacédo. (A) Testemunha:
0 patégeno Rhizoctonia solani (B) R. solani + Epicoccum nigrum, (C) R. solani +

Trichoderma asperellum

Para T. asperellum, os resultados obtidos apresentaram uma porcentagem de
inibicdo micelial de 80,78%, desempenho consideravelmente superior ao reportado por
Huma, (2022) onde foi observado uma supressédo de crescimento micelial de 68,2%, por
parte de um isolado da mesma espécie utilizada neste estudo, o qual foi confrontado com
um isolado de R. solani causador de costra preta em batata. Considerando os dois
hospedeiros adicionais (plantulas de feijdo e de milho) que foram abordados neste estudo,
Mayo et al., (2015) relataram uma inibi¢cdo micelial do isolado R. solani hospedeiro de
feijdo comum, por parte de espécies de Trichoderma, variando de 86 — 58%, com 0s

melhores resultados nesse estudo, observados para a espécie de T. harzianum.
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A porcentagem de inibicdo micelial para Epicoccum nigrum foi de 39.35%,
resultado relativamente parecidos aos intervalos de 23.83-25.52% reportados por Lahlali
& Hijri, (2010) para diferentes isolado de E. nigrum. Esses autores também destacam que
a inibicdo in vitro observada nessa avaliacdo de pareamento em placas pode ser atribuida

a sinteses de metabolitos secundarios.

Figura 5- Gréafico de barras apresentando os resultados da média de inibicdo micelial (%)
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Fonte: Da autora (2024)

Os resultados da Area Abaixo da Curva de Inibigio Micelial (AABIC), confirmam
os dados previamente obtidos, indicando que T. asperellum, com um valor médio de
AABIC de 80.89 apresentou melhor desempenho. Em contraste, Epicoccum nigrum
obteve um AABIC de 50.59, demostrando uma eficacia inferior nos testes in vitro.
Mesmo assim os dois fungos avaliados apresentaram uma resposta antagonista ao

patdgeno, o qual pode ser considerada como um atributo para a competitividade.
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FIGURA 6 - Gréfico de barras apresentando os resultados da AACC (%).
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6.3. Avaliacdo do indice de sobreposicéo de nicho (NOI)

Os resultados demostraram que tanto Epicoccum nigrum quanto Trichoderma
asperellum exibiram um NOI final apds 72h de incubagdo de 1,0 numa absorbancia de
750nm, indicando uma competicdo eficaz por nutrientes.

Epicoccum nigrum mostrou uma utilizacdo mais rapida da maioria dos nutrientes
apos as 24h primeiras de incubacdo, enquanto Trichoderma asperellum, apresentou um
aumento progressivo na utilizacdo de nutrientes ao longo de cada ciclo de incubagéo. Esse
resultado é corroborado por relatos de Perrony et al., (2023) quem isolaram a cepa de
Epicoccum nigrum, utilizada neste estudo. Além disso, o teste NOI realizado por esses
autores foi conduzido com um espectro mais amplo de nutrientes, oferecendo uma anélise
mais detalhada.

No estudo conduzido por Wallis, (2021), que investigou o uso de sobreposicéo de
nicho (NOI) como técnica para identificar potencias fungos de biocontrole em plantas
lenhosas, foi destacada a capacidade competitiva de Trichoderma harzianum. O autor
mencionou que esta especie pode competir de maneira equivalente ou ate superior a

outros organismos, evidenciando seu potencial como agente de biocontrole eficaz
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TABELA 2 —Resultados da utiliza¢do de nutrientes apds 72h de incubag&o.

FUNGOS AVALIADOS

R. solani E. nigrum T. asperellum
D-sacarose + + +
Arabinose - + +
Fontes de Ethanolamine - + -
carbono D-galactose + + +
D-rafinosse - + -
Xilose + + +
L -prolina + + +
Fontes de L-alanina + + +
nitrogénio L-serina + + +
L-arginina + + +
TOTAL 7 10 8

(13 (13

Nota: “+” indica que o fungo utilizou o nutriente ap6s 72h de incubagao e “- “que ndo
conseguiu utilizar o nutriente.
Fonte: Da autora (2024)
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6.4. Inoculaciio dos isolados fiungicos na palhada de batata e milho
Apobs 48 horas da inoculagdo da palha, tanto na inoculacdo simultdnea como a
sucessiva se observou crescimento micelial sob a superficie da palha, mas a partir do 5°
dia, os pigmentos dos fungos Trichoderma asperellum e Epicoccum nigrum tornaram-se
mais evidentes. Na inoculagdo simultanea, a colonizagdo de Trichoderma asperellum em

palha de batata foi mais eficiente em comparagdo com a palha de milho.

Figura 7 — Placas com palha de batata (a, b, c) e palha de milho (d, e, f) inoculada

simultaneamente em combinagdo de T asperellum + E. nigrum e o patdégeno R. solani.

Fotografia apos 2 dias Fotografia apos 4 dias Fotografia apos 6 dias
da inoculagao da inoculagao da inoculagao

Fonte: Da autora (2024)

Na inoculagdo sucessiva se observou um aumento maior na coloniza¢do de todos os
fungos a partir do 2° dia ap6s inoculacio do patégeno, sendo observada uma colonizacao

micelial final superior ao da inoculagdo simultanea.
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Figura 8 — Placas com palha de batata (g, h, 1) e palha de milho (j, k, I) com inoculaciao

sucessiva em combinacdo de Tasperellum + E. nigrum e o patogeno R. solani.

Fotografia apds 2 dias Fotografia ap6s 4 dias Fotografia apods 6 dias
da inoculagao da inoculagao da inoculagao

Fonte: Autora (2024)

6.5. Ensaio em casa de vegetacdo de desenvolvimento de doenca em plantulas de
feijao

Os dados de incidéncia e severidade de ambos experimentos (inoculagdo simultanea
e inoculagdo sucessiva), foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), a qual
indicou um alto nivel de significancia entre os tratamentos (p<0.01). As médias foram
comparas pelos testes de Tukey, Duncan e Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
de erro.

No experimento da inoculagéo sucessiva, os melhores resultados de incidéncia
foram observados nos tratamentos onde os microrganismos se inocularam isolados. O
melhor desempenho foi evidenciado na palha inoculada com T. asperellum, seguida pelo
tratamento onde foi inoculado apenas Epicoccum, nigrum. A combinacdo de ambos
fungos (T. asperellum e E. nigrum) néo foi tdo eficaz quanto os tratamentos isolados,

tendo uma incidéncia mais alta na palha da batata.
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Quanto aos resultados de severidade, o tratamento com palha inoculada apenas com
T. asperellum foi 0 que mais reduziu a severidade da doenga, com melhores resultados na
palha da batata em comparacdo a de milho. O tratamento com palha apenas inoculada
com Epicoccum nigrum apresentou maior severidade, sendo a palha de batata a que
registrou o maior indice de severidade. A combinacdo de ambos 0s microrganismos
(Epicoccum nigrum + Trichoderma asperellum) apresentou uma severidade

intermediaria, mas nao foi mais eficaz que do que os tratamentos isolados.

TABELA 3 - Valores médios da incidéncia, severidade, no experimento de inoculagéo

sucessiva.
Tratamentos Incidéncia Severidade

Batata Milho Batata Milho

T1: Controle_negativo 0.00aA 0.0aA 0.0aA 0.0aA

T2: Controle_Positivo 0.66cB 0.41bA 0.58bA 0.55bA

T3: Epi + Rhizoctonia 0.08aA 0.00aA 0.04aA 0.00aA

T4: Tricho + Rhizoctonia 0.29bB 0.08aA 0.64bB 0.21aA

T5: Epi+Tricho +Rhizoc 0.00aA 0.12aB 0.00aA 0.10aA

Coenf_Variagao 60.55 79,7

p-Valor (da interacdo) <0.001 0.0051

*Letras minusculas comparacdo entre colunas, letras maiusculas, comparacdo entre
linhas. Letras iguais indicam auséncia de diferencia significativa.

Fonte: Da autora (2024).

Os dados de tamanho de raiz neste experimento foram submetidos a testes
comparativo de Scott Knott para ambos fatores (palha de milho e palha de batata) e ndo
foram identificadas diferengas significativas entre os tratamentos. Todos os valores
permaneceram dentro de um intervalo semelhante. Da mesma forma, os resultados para
o tamanho foliar ndo apresentaram diferencas significativas, evidenciando um

crescimento consistente entre os tratamentos avaliados.
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Figura 9 — Teste na casa de vegetacdo. Copos contendo palha inoculada de maneira
sucessiva, apés 15 dias da semeadura de feijdo (A) Controle positivo: palha inoculada

com o patogeno. (B) palha inoculada com a combinacgédo de T. asperellum + E. nigrum

apos 48h inoculou-se o patogeno.

Fonte: Da autora (2024).

No experimento de inoculagdo simultdnea, o tratamento da palha om
T. asperellum, apresentou os melhores resultados em termos de reducéo de incidéncia,
com desempenho superior no substrato da palha de batata, em comparacdo aos demais
tratamentos. Ja o tratamento com E. nigrum também foi eficaz na reducéo da incidéncia,
porem a diminui¢do mais evidente foi na palha de batata do que do milho.

A combinacdo dos dois microrganismos (T. asperellum + E. nigrum) ressaltou
uma incidéncia intermediaria, sendo mais eficaz na palha de batata, embora ndo tenha

superado a eficacia dos tratamentos isolados.
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TABELA 4 - Valores médios da incidéncia e severidade das plantulas de feijdo, no

experimento de inoculagdo simultanea.

Tratamentos Incidéncia Severidade
Batata Milho Batata Milho
T1: Controle_Negativo 0.00 aA 0.00 aA 0.00 aA 0.00 aA
T2: Controle_Positivo 0.63 bA 0.66 cA  0.43bcA  0.28abA
T3: Epicoccum + Rhizoctonia 0.67 bA 0.45cA 0.71cB 0.44 bA
T4: Trichoderma + Rhizoctonia 0.00aA 0.29abB  0.00aA  0.24 abA
T5: Epi + Tricho + Rhizo 0.08aA 0.50bcB 0.25abA 0.35abA
Coenf Variacado 65.12 83.51
p-Valor (da interacgao) 0.1168 0.0685

*Letras minusculas comparag¢dao entre colunas, letras maiusculas, comparagao

entre linhas. Letras iguais indicam auséncia de diferencia significativa.

Os dados referentes ao tamanho de raiz e a area foliar neste experimento nao

apresentaram diferencias significativas entre os tratamentos para o tamanho da raiz, (p-

valor=0.4248). Contudo, houve diferencas significativas para o tamanho foliar

valor <0.001).

(p-

No substrato de palha de batata, o tratamento com a inoculagéo isolada de E.

nigrum apresentou valores elevados e consistentes, destacando-se e, relacdo aos demais

tratamentos. Ja no substrato de palha de milho, ndo foram observas diferencas marcantes

entre os tratamentos, indicando um impacto menos evidente das inoculagdes nesse

substrato.
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TABELA 5 - Valores médios do tamanho das raizes e areas foliar de plantulas de feijao,

no experimento de inoculagdo simultanea.

Tratamentos Tamanho raiz Tamanho Foliar
Batata Milho Batata Milho
T1: Controle negativo 21.20aA 20.08 aA 19.08 aA  21.24 aA
T2: Controle Positivo 19.48 aA  1930aA 20.26bB 1932 aA
T3: Epicoccum 21.00 aA  22.00 aA 20.65aA  20.74 aA
T4: Trichoderma 20.11aA  20.10aA 20.25aA 1932 aA
T5: Epicoccum + Trichoderma 20.51aA  1994aA 20.92aA  18.81 aA
T6: Epicoccum + Rhizoctonia 20.63aB 20.79aA 11.38bA  13.30 bA
T7: Trichoderma + Rhizoctonia 18.6aA  209aA  19.83aA 21.36aA
T8: Epi + Tricho + Rhizo 17.99 aA  20.59aA 20.74aA 1931 aA
Coenf Variacao 9.64 10.93
p-Valor (da interacao) 0.4248 <0.001

*Letras minusculas comparagdo entre colunas, letras maitisculas, comparacao entre linhas

Fonte: Da autora (2024).

Figura 10 — Teste na casa e vegetacdo. Copos contendo palha inoculada de maneira
simultanea, apos 15 dias da semeadura de feijao (A) Controle positivo: palha inoculada
com o patégeno. (B) palha inoculada com a combinacédo de T. asperellum + E. nigrum e

patdgeno.

Fone: D autora (2024)

Os resultados obtidos neste estudo, que demostram uma reducdo de aproximadamente
40% na incidéncia da doenca por parte de T. asperellum, estdo em concordancia com os
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apresentados por Herrera et al., (2020). Nesse trabalho, os autores utilizaram formulagoes
baseadas em Trichoderma asperelleum TV190, que reduziram a incidéncia da doenca até
72%. Eles também compararam dois tipos de formulacGes, uma preparada com 6leo
mineral, que diminuiu a incidéncia em 59%, e outra com 0leo vegetal, que apresentou
uma reducado ainda mais expressiva, atingindo 90,04% na severidade da doenca.

No caso de Epicoccum nigrum, o melhor resultado foi observado quando o isolado foi
inoculado sozinho. Este isolado também foi estudado por Lahlali & Hijri, (2010)
especificamente para reduzir a incidéncia e severidade da doenca causada por R. solani
em batata, apresentando um indice que variou de 1,13 a 1,86.

O experimento in vivo realizado por Bagy et al., (2019) demostrou a eficécia da utilizacdo
de uma cepa endofitica E. nigrum em combinacdo com isolados de fungos micorrizicos,
0s quais, além de reduzir a incidéncia e severidade de Pectobacterium carotovora, agente
causal de podridao negra da batata, também promoveram o crescimento das plantas. O
estudo também mencionou que, em alguns casos, a combinacdo utilizada levou ao
aumento da intensidade da doenca, o que pode ser atribuido ao aumento de resisténcia
sistémica das plantas, o que também poderia ter ocorrido com alguns tratamentos neste

estudo.

6.5. Avaliacao nutricional da palha

Os resultados da avaliagdo nutricional da palha, demostraram diferencias
significativas, com valores geralmente mais elevados para a palha de batata, em
comparac¢ao com a palha de milho. No entanto, a palha de milho apresentou vantagens

em alguns nutrientes especificos em relagdo a palha de batata.
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TABELA 6 — Valores dos resultados analiticos nutricionais, emitidos pelo laboratorio de

DCS/UFLA.

Valores em g/kg
Tipo de N P K Ca Mg S
Substrato
Palhade milho 4.3 0.76 12.46 1.15 1.44 0.51
Palha de batata  13.2 1.06 1.19 23.86 2.58 1.64
Valores em mg/kg
Tipo de Na Cu Zn Fe Mn B
Substrato
Palha de milho  44.98 1.04 6.87 288.48 11.16 0.6
Palha de batata  49.38 44.27 223.3 3634.08 206.03 12.4

Os estudo de Li et al., (2024) menciona que a composi¢ao nutricional da palha
depende dos componentes presentes, os quais podem incluir caules, folhas e/ou espigas.
De qualquer forma, a palha ¢ rica em nutrientes, e por isso, exerce um efeito direto na
saude do solo. As diferengas nos resultados observados neste teste podem ser atribuidas
a composicao da palha utilizada, pois ambas eram formadas principalmente por caules,

mas o maior teor de material fibroso foi encontrado na palha de milho.
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7. CONCLUSOES:

Os fungos avaliados demostraram possuir carateristicas adequadas de colonizagao
e competi¢do por determinados nutrientes, o que resultou na diminui¢ao de R. solani nos
substratos avaliados. Este efeito foi observado quando os fungos foram inoculados em
conjunto nos substratos de palha de milho e batata.

As diferencas nas preferéncias de substrato e no desenvolvimento da doenga foram
evidenciadas no estudo. A partir desses resultados, ¢ importante um maior
aprofundamento em aspectos que possam otimizar ainda mais o desenvolvimento dos
fungos, como as doses de cada um deles, especialmente quando aplicadas em
combinagdo, ¢ a avaliagdo de fatores ambientais, como umidade, temperatura e luz, que

podem influenciar a eficacia do biocontrole.
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