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RESUMO

BROCH, Thalia Karise. Residuo de uva e Pochonia chlamydosporia no manejo de
rizoctoniose na cultura da beterraba, em casa de vegetacdo. 44 f. TCC (Curso de
Agronomia), Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (UTFPR). Pato Branco,
2021.

O fungo Rhizoctonia solani € um patdogeno cosmopolita, o qual pode ocasionar o
tombamento de plantulas de pré e pos-emergéncia. O controle biolégico e a adicdo
de compostos organicos ao solo, e a associacdo de ambos sdo algumas alternativas
para o controle desta doenca. Os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito de
diferentes periodos de incubacdo ao solo de Pochonia chlamydosporia (Pc 13),
residuo de uva (RU) e a associacdo Pc 13 + RU antes da semeadura da beterraba
e, o efeito da dose 30 g kg™ do antagonista P. chlamydosporia ao solo, associado ou
ndo com o residuo de uva, no controle do tombamento de plantulas desta cultura
causado pelo fungo R. solani, em casa de vegetacdo. Os tratamentos testados
foram: Testemunha (R. solani), P. chlamydosporia + R. solani (Pc 13), residuo de
uva + R. solani (RU) e P. chlamydosporia + Residuo de uva + R. solani (Pc 13 +
RU). Primeiramente o solo foi infestado com o fungo R. solani que permaneceu
cinco dias. Ap6s foram adicionados o0s respectivos tratamentos, 0s quais
permaneceram incubados por 14 e 21 dias antes da semeadura, e 10 dias no
experimento contendo a dose 30 g kg™ de Pc. Posteriormente, o solo foi colocado
em vasos de 250 g e, os experimentos foram montados em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeticdes. Em seguida realizou-se a
semeadura das sementes de beterraba (cultivo I). Avaliaram-se a emergéncia e o
tombamento das plantulas por 21 dias. Apds o término das avaliacfes foi realizada
uma segunda semeadura (cultivo Il) e, realizaram as mesmas avaliagdes. Os
tratamentos Pc 13 e Pc + RU apresentaram a melhor emergéncia das plantulas de
beterraba, quando os tratamentos ficaram incubados por 14 e 21 dias, antes da
semeadura, nos cultivos | e Il. Para a variavel tombamento de plantulas, apenas no
cultivo I, o tratamento Pc 13, aos 14 e 21 dias de incubacgdo apresentou a melhor
controle da doenca. O aumento da quantidade de in6culo de P. chlamydosporia, e
incubado ao solo por 10 dias antes da semeadura ndo aumentou a eficiéncia do
controle do tombamento das plantulas.

Palavras-chave: Fungos fitopatogénicos. Residuos orgéanicos. Fungos
nematéfagos.



ABSTRACT

BROCH, Thalia Karise. Grape residue and Pochonia chlamydosporia in the
management of rhizoctoniosis in the culture of beet, in greenhouse. 44 f. TCC
(Course of Agronomy) — Federal University of Technology — Parana (UTFPR). Pato
Branco, 2021.

The fungus Rhizoctonia solani is a cosmopolitan pathogen, which can cause
damping-off pre and post emergence seedlings. The biological control and the
addition of organic compounds to the soil, and the association of both are some
alternatives for the control of this disease. The objectives of this work were to
evaluate the effect of different incubation periods on the soil of Pochonia
chlamydosporia (Pc 13), grape residue (GR) and the association Pc 13 + GR before
beet sowing and, the effect of the dose 30 g kg™ of the antagonist P. chlamydosporia
to the soil, associated or not with grape residue, in the control of the damping-off this
culture caused by the fungus R. solani, in a greenhouse. The treatments tested were:
Control (R. solani), P. chlamydosporia + R. solani (Pc 13), grape residue + R. solani
(GR) and P. chlamydosporia + grape residue + R. solani (Pc 13 + GR). First, the soil
was infested with the fungus R. solani, which remained for five days. After the
respective treatments were added, which remained incubated for 14 and 21 days
before sowing, and 10 days in the experiment containing the dose 30 g kg-1 of Pc.
Subsequently, the soil was placed in 250 g pots and the experiment was set up in a
completely randomized design (CRD), with five replications. Then beet seeds were
sown (cultivation I). Seedling emergence and damping-off was evaluated for 21 days.
After the end of the evaluations, a second sowing (cultivation Il) was carried out, and
the same evaluations were carried out. The treatments Pc 13 and Pc + GR showed
the best emergence of beet seedlings, when the treatments were incubated for 14
and 21 days, before sowing in crops | and Il. For the seedling damping-off variable,
only in culture I, the Pc 13 treatment, at 14 and 21 days of incubation, presented the
best disease control. The increase in the amount of P. chlamydosporia inoculum, and
incubated in the soil for 10 days before sowing, did not increase the efficiency of the
control of seedling damping-off.

Keywords: Phytopathogenic fungi. Wastes organic. Nematophagous fungi.
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1 INTRODUGAO

A cultura da beterraba (Beta vulgaris L.) € uma das principais hortalicas
cultivadas no Brasil, com diversos bibtipos, sendo trés deles com importancia
econdmica, que sdo: a beterraba acucareira, a forrageira e a horticola. Esta cultura
pode ser atacada por diversas doencas, entre elas, o tombamento de plantulas
causado pelo fungo Rhizoctonia solani Kuhn (TIVELLI et al., 2011).

Este patégeno € um fungo cosmopolita, habitante de solo com muitos
biétipos que diferem quanto a patogenicidade, ataca uma ampla gama de
hospedeiros, e sobrevive saprofiticamente na matéria orgéanica e, por meio de
estruturas de resisténcia, denominadas esclerddios (CASTRO, 2007). Os sintomas
desta doenca podem ocorrer em pré-emergéncia e pos-emergéncia.

Em pré-emergéncia, causa falhas na germinacdo e, em poOs-
emergéncia, os sintomas sdo observados na regido do colo nas plantulas com o
aparecimento de manchas encharcadas, que com o tempo vao evoluindo para
lesbes profundas, ocasionando estrangulacdo do hipocoétilo, levando ao tombamento
e, posteriormente, morte da plantula (AGRIOS, 2005).

O controle biologico pode ser uma das alternativas para 0 manejo
desta doenca. Um antagonista que vem sendo estudado no manejo de patdgenos
habitantes de solo é o fungo Pochonia chlamydosporia Zare & Gams (sin.
Verticillium chlamydosporium) (HAQUE et al., 1996; SIDDIQUI; SHAUKAT, 2003;
POLIPPO, 2017; BROCH, 2018), embora, a maioria dos estudos seja direcionado
ao controle de fitonematoides (GIARETTA, 2008; PODESTA, 2015; PASQUA, 2017;
COUTINHO, 2018).

Alguns estudos, apesar antigos, também ja demonstram o efeito
positivo de P. chlamydosporia, visando o controle de doencas causadas pelos
patdbgenos R. solani, Macrophomina phaseolina, Fusarium solani e Fusarium
oxysporum (HAQUE et al., 1994; HAQUE et al., 1996; SIDDIQUI; SHAUKAT, 2003).
Mais recentemente Poélippo (2017), também observou que P. chlamydosporia
associados ou ndo ao residuo de uva controlou o tombamento de plantulas em

beterraba, causado pelo fungo R. solani e potencializou a emergéncia das plantulas.
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Outra tética de controle de patdégenos habitantes de solo € a adicdo de

compostos organicos ao solo, os quais podem atuar diretamente por meio da
liberacdo de compostos fitoquimicos durante o processo de decomposicdo e/ou
aumentar os antagonistas autéctones no solo (HOITINK; STONE; GREBUS, 1996).

Os subprodutos da industria de vinho tém potencial no controle de
doencas causadas por patdogenos habitantes de solo, pois sdo ricos em compostos
fendlicos, antocianinas, catequinas, licopeno e antioxidantes (REINER et al., 2016)
e, desempenham funcao na defesa das plantas (PASQUA, 2017).

Por exemplo, Kavroulakis et al. (2005) constataram que a aplicacdo ao
solo de bagaco de uva e torta de azeitonas controlou a doencga, causado pelo
patbgeno Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, em tomateiro. Reiner et al.
(2016) observaram um efeito nematicida do extrato aquoso do subproduto sélido da
industria vinicola (SSIV) sobre a eclosdo e mortalidade de juvenis de segundo
estadio de Meloidogyne javanica, in vitro. Pasqua (2017) também observou um
efeito supressivo contra este fitoparasita, em casa de vegetacdo, ao testar a
associacdo de P. chlamydosporia e SSIV. E, Broch (2018) também ao testar a
associacdo de P. chlamydosporia e SSIV, observou um efeito supressivo contra o
patégeno R. solani, em condi¢cdes campo.

Apesar do potencial de uso deste agente de biocontrole no manejo de
doencas causadas por R. solani, ainda necessita-se ajustar tempos de incubacédo do
fungo P. chlamydosporia, associado ou ndo com residuos organicos ao solo, antes
da semeadura da cultura, visando melhorar a eficiéncia de controle das doencas

causadas por este patégeno.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o efeito de diferentes periodos de incubagdo do antagonista
P. chlamydosporia ao solo, associado ou ndo com o residuo de uva no controle do
tombamento de plantulas de beterraba causado pelo fungo R. solani, em casa de

vegetacao.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar os periodos de 14 e 21 dias de incubacdo no solo de
P. chlamydosporia, associados ou ndo ao residuo de uva, antes da semeadura da
beterraba, no controle do tombamento de plantulas de beterraba causado pelo fungo
R. solani; e

Avaliar o efeito da dose 30 g kg™ de P. chlamydosporia, associados ou
ndo com o residuo de uva com 10 dias de incubacdo no solo, antes da semeadura
da beterraba, no controle do tombamento de plantulas de beterraba causado pelo

fungo R. solani.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CULTURA DA BETERRABA

A beterraba é uma hortalica da familia Amaranthaceae, originéria no
sul e leste da Europa e norte da Africa pertencente a familia Chenopodiaceae
(TIVELLI et al., 2011). A utilizacdo da beterraba de raiz branca é relatada na Sicilia
no ano de 1000 a. C., e na Grécia, ha relatos de presenca desde do ano de 425 a.
C., na forma primitiva Beta vulgaris perennis, que se derivou a beterraba cultivada
atualmente (TIVELLI et al., 2011).

A beterraba € uma planta bienal, cultivada como anual. Esta espécie
apresenta uma raiz aprumada e pode penetrar profundamente no solo, tornando-se
tuberosa e de consisténcia carnuda por acdo de cambios concéntricos e acimulo de
acucar no parénquima de reserva (ALMEIDA, 2006). Existem trés bidtipos de
significancia econdmica, que sao: a beterraba acucareira, a forrageira (para
alimentacdo animal) e a horticola ou de mesa (para consumo humano) (TIVELLI et
al., 2011).

No Brasil, o cultivo de cultivares de mesa intensificou-se com a
imigracao europeia e asiatica, mas ainda € produzida em pequena escala, quando
comparado com a producéao global da beterraba sacarina e forrageira. O teor de
sacarose da beterraba sacarina é de 20%, enquanto da beterraba de mesa € de 6%
(TIVELLI et al., 2011).

A coloracao da beterraba € em decorréncia da presenca de betalainas,
produtos naturais provenientes do metabolismo secundario e sdo pigmentos
hidrossoluveis, divididos em: betacianinas (cor vermelho violeta) e betaxantinas
(amarelo-laranja), e foram um dos primeiros corantes naturais a serem utilizados
pela industria alimenticia e também como antioxidantes dietéticos, devido a
capacidade de sequestrar radicais livres (TIVELLI et al., 2011).

Para passar da fase vegetativa para reprodutiva e produzir, as raizes
tuberosas de beterraba, necessitam de estagdo fria e/ou em regides com clima

tropical de altitude. Praticamente todas as cultivares de beterraba, cultivadas no
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Brasil tém origem norte-americana com raiz tuberosa com formato globular, do grupo

Wonder (PAULA JUNIOR; VENZON, 2007). Por outro lado, as temperaturas
elevadas tendem a reduzir a concentracao de pigmentos e a intensidade da cor.

Esta cultura, prefere solos de textura média, bem drenados e frescos,
por facilitar a emergéncia das plantulas. J4, os solos arenosos favorecem a
precocidade, e os de textura pesadas provocam deformacdes nas raizes (ALMEIDA,
2006).

A beterraba pode ser implantada pela semeadura direta e também ¢é a
Gnica hortalica tuberosa que permite o transplantio. O uso de sementes
monogérmicas, comparado as multigérmicas, permite semeadura mais precisa, e
séo colocadas a 1-2 cm de profundidade, tanto em semeadura direta quanto em
bandeja (PAULA JUNIOR; VENZON, 2007). No sistema de plantio por mudas,
devem ser transplantadas cerca de 20 a 30 dias apds a semeadura, com 10 a 15 cm
de altura (TIVELLI et al., 2011).

O espacamento influencia na producdo aérea e no crescimento das
raizes tuberosas, recomendando-se com isso, um espacamento entre linhas de 10 a
15 cm em canteiros. O maior desenvolvimento ocorre até os 80 dias apds a
semeadura, e a parte aérea e raizes continuam até o final do ciclo (ALMEIDA, 2006).

Na cultura da beterraba existem diversas doencas que podem causar
prejuizos, dependendo da época e da intensidade da doenca. As principais
causadoras de danos sdo a mancha das folhas (Cercospora beticola) e o fungo
causador de tombamento de plantulas (Rhizoctonia solani). A mancha das folhas
promove a destruicdo quase total do limbo foliar, em condigbes de altas
temperaturas e umidade relativa, e o tombamento de plantulas leva a reducédo de
estande pelo ataque do fungo R. solani na base da plantula por, ocorrer na fase

inicial da cultura, levando a uma baixa produtividade (TIVELLI et al., 2011).

3.2 RHIZOCTONIA SOLANI E CONTROLE

O fungo R. solani pertence a ordem Cantharellales e, a fase sexual,
corresponde ao basidiomiceto Thanatephorus cucumeris. Este patégeno ndo produz
esporos durante a fase assexuada, as hifas sdo bem desenvolvidas, com septos
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transversais evidentes, e ramificam-se formando um angulo reto com relacéo a hifa

de origem. O micélio é inicialmente hialino e evolui para marrom claro. Este
patégeno também produz esclerddios, que sédo formados pelo micélio e atuam como
estrutura de resisténcia, com formato irregular, escuros e germinam produzindo hifas
(AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011).

Este patébgeno é um fungo cosmopolita, com ampla gama de
hospedeiros, causando importantes doencas nas plantas cultivadas em nivel global.
Algumas condicbes ambientais favorecem o desenvolvimento do fungo,
predominando em regides que apresentam temperaturas elevadas (15 — 20 °C) e
chuvas frequentes com alta umidade relativa do ar (95%) (AMORIM; REZENDE;
BERGAMIN FILHO, 2011).

O fungo R. solani sobrevive saprofiticamente na matéria organica, e/ou
o inoculo sobrevive na forma de estrutura de resisténcia, denominada esclerédios e
a disseminacao ocorre pela agua da chuva e/ou irrigacdo, implementos agricolas,
material propagativo e sementes contaminadas. Este patégeno causa tombamento
de plantulas (damping-off), podriddes de raiz, caule ou tronco (KIMATI et al., 1997).

Os sintomas de damping-off se manifestam em pré e pés-emergéncia.
Em pré-emergéncia, as sementes podem apodrecer e morrer antes da emergéncia.
O tegumento estd amolecido e com agua no interior dos tecidos, favorece o ataque
do patégeno, causando falhas de germinacdo (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN
FILHO, 2011).

Em pds-emergéncia, os sintomas sao facilmente observados proximos
a superficie do solo. Inicialmente ocorre o aparecimento, sobre o tecido jovem do
caule, pontos que apresentam-se encharcados, que com o tempo vao evoluindo
para lesBes profundas, ocasionando estrangulacdo do hipocotilo, levando ao
tombamento e, posteriormente, morte da plantula (AGRIOS, 2005).

A principal dificuldade em controlar doencas causadas por patégenos
habitantes de solo, deve-se ao fato de ndo serem detectadas antes de ocorrer
perdas. O controle biolégico € uma das alternativas de manejo pela incorporacéo de
antagonistas. Um antagonista que vem sendo estudado no manejo de patdégenos
habitantes de solo é o fungo Pochonia chlamydosporia Zare & Gams (sin.

Verticillium chlamydosporium), embora a maioria dos estudos seja direcionado ao
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controle de fitonematoides (GIARETTA, 2008; PODESTA, 2015; PASQUA, 2017;

COUTINHO, 2018).

Outra tatica de controle de patégenos habitantes de solo € a adi¢do de
compostos organicos ao solo, os quais podem atuar diretamente por meio da
liberacdo de compostos fitoquimicos durante o processo de decomposicdo e/ou
aumentar os antagonistas autéctones no solo (HOITINK; STONE; GREBUS, 1996).

3.3 POCHONIA CHLAMYDOSPORIA

O fungo P. chlamydosporia € uma espécie de grande importancia na
agricultura, por ser um parasita facultativo de ovos e fémeas de nematoides
formadores de galhas (SILVA, 2015). As vantagens deste antagonista sdo a
capacidade de se estabelecer no solo, produzir clamidésporos, que sédo estruturas
de resisténcia, colonizar raizes e promover o desenvolvimento das plantas (NASU,
2013).

Este agente de biocontrole também apresenta grande potencial no
manejo de outros patdégenos habitantes de solo. Em um estudo realizado por Haque
et al. (1994), in vitro, e em condicbes de campo, ao adicionarem o fungo P.
chlamydosporia ao solo, visando o controle das doencas causadas pelos patdgenos
R. solani, Macrophomina phaseolina, Fusarium solani e Fusarium oxysporum,
constataram que este agente de biocontrole reduziu eficientemente a podridédo
radicular no grdo-de-bico, girassol, quiabo, soja e feijdo causados por esses
patdgenos.

Em um outro estudo conduzido por Haque et al. (1996), em casa de
vegetacao, ao testarem P. chlamydosporia associado com algas marinhas e/ou pé
de Datura stramonium e isoladamente, no manejo contra os fitopatdégenos R. solani
e F. solani constataram-se que todos os tratamentos tiveram resultados satisfatorios
contra os patdgenos.

Também Siddiqui e Shaukat (2003) avaliaram em condi¢des de campo,
a eficiéncia de P. chlamydosporia e Pseudomonas aeruginosa, associados e
isoladamente no manejo de doencas causados pelos patégenos M. phaseolina, F.

oxsporum, F. solani e R. solani em plantulas de tomate e, observaram que todos 0s
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tratamentos testados controlaram as doencas, principalmente quando os agentes de

biocontrole foram utilizados em associacao.

Pdlippo (2017), também ao avaliar diferentes isolados de
P. chlamydosporia, associados ou ndo ao residuo de uva, no controle do
tombamento de plantulas de beterraba também observou que o isolado Pc 13 de
P. chlamydosporia reduziu significativamente o tombamento das plantulas de
beterraba causado pelo patégeno R. solani, em casa de vegetacao.

Segundo Siddiqui e Shaukat (2003), o modo de acdo de P.
chlamydosporia contra fungos habitantes de solo possivelmente seja devido a
producdo de compostos antifingicos e, além da producdo de fitoalexinas em

resposta ao ataque do patdégeno.

3.4 ADICAO DE COMPOSTOS ORGANICOS

O uso da matéria organica em sistemas agricolas € uma atividade que
vem sendo desempenhada h& séculos por produtores que manipulam a ecologia do
solo, através da adicdo de compostos organicos, como restos de vegetais e
estercos, que melhoram a estruturacdo, aeracdo e drenagem do solo, além
disponibilizar nutrientes e favorecer a microbiologia do solo (VISCONTI, 2008).

A geracao de residuos sélidos, mundialmente cresce a cada dia, em
relacdo de quantidade por individuo e no total gerado pela populacdo (ZAPAROLLI,
BARROS, 2016). No Brasil, dos bilhdes de toneladas de residuos que sédo gerados
anualmente, parte séo utilizados em sistemas agricolas, aplicados sobre o solo, mas
parte sdo descartadas, como lixo, que poderiam ser utilizados como fontes de
carbono e reciclados para a agricultura (VISCONTI, 2008).

Estes residuos sao utilizados com finalidade de melhorar a qualidade
do solo. Existe uma ampla variedade de compostos, desde esterco de animais,
compostos de lixos urbanos, restos de plantas, entre outros, 0s quais séo ricos em
carbonos, que séo fontes de energias para os microrganismos (VISCONTI, 2008).
Além disto, esses atuam na capacidade de elevar a troca de cations, na maior

agregacdao das particulas do solo, diminuindo a erosdo: aumentam a capacidade de
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retencdo de agua, disponibilidade de nutrientes e poder tampao (ZAPAROLI,

BARROS, 2016).

O principio que rege o uso de matéria organica no controle de
fitopatdgenos habitantes do solo consiste em criar um ambiente improprio para o
patogeno (VISCONTI, 2008). Os mecanismos de supressividade sdo devido a
antibiose, a competicdo, o0 parasitismo e a predacdo, promovido pelos
microrganismos, além da acdo de caracteristicas abi6ticas, como compostos
indutores de resisténcia, textura do solo, macro e micronutrientes, pH, condutividade
e a umidade (VISCONTI, 2008).

Os subprodutos da industria de vinho, tém potencial de uso, visto que,
séo ricos em compostos fendlicos, como o acido gélico, vanilico, cafeico, cumarico,
ferdlico, trans-resveratrol, além de antocianinas, catequinas, licopeno e substancias
antioxidantes, o0s quais sado responsaveis pelo efeito de supressdo contra
fitopatdégenos de solo (REINER et al., 2016) e desempenham fun¢éo na defesa das
plantas (PASQUA, 2017).

Em um estudo, realizado por Kavroulakis et al. (2005), ao inocularem
as raizes de tomateiros com o patdégeno Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici e testarem o efeito da mistura de compostos de residuo de bagaco de
uva e torta de azeitonas incorporadas ao solo, no controle da doenca, os autores
observaram que o fungo foi incapaz de colonizar as raizes das plantas cultivadas na
mistura de bagaco de uva e torta de azeitona. Segundo 0s autores iSSo ocorreu, pois
tal fato desencadeou respostas de defesa na planta prevenindo o surgimento da
doenca, e a mistura apresentou efeito de supressao sobre o patégeno.

Apesar de ambos manejos biolégico e cultural, quando utilizados
isoladamente possuirem potencial de uso contra o fungo patogénico R. solani, a
associacdo de ambos pode promover um efeito sinergistico, melhorando os modos
de acao, pois, o fungo P. chlamydosporia possui crescimento lento em relacdo ao
patogeno.

Neste sentido, em um estudo visando testar a associacdo e
incorporacdo ao solo de P. chlamydosporia e o subproduto solido da industria
vinicola no manejo do fitonematoide M. javanica, observou-se que a associacdo do

fungo com o residuo de uva ocorreu sinergismo no controle do fitonematoide e
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estimulou o desenvolvimento vegetativo dos tomateiros, quando comparado com o

tratamento contendo apenas o fungo P. chlamydosporia (PASQUA, 2017).

Pdlippo (2017) também ao avaliar diferentes isolados de P.
chlamydosporia associados ou ndo ao residuo de uva no controle da Rizoctoniose
em beterraba, observou que ocorreu a supressdo da Rizoctoniose devido a
producdo antifungica da P. chlamydosporia, combinado aos compostos volateis do
subproduto vinicola, comprovado nos testes, in vitro, e em casa de vegetacgao.

Com isso, apesar dessas taticas de controle apresentarem potencial de
controle da doenca, ainda ha necessidade de elucidar o tempo de incubacédo de P.
chlamydosporia associado ou ndo com o residuo de uva no solo antes da

semeadura da cultura, visando um maximo controle da doenca.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 INOCULO DE POCHONIA CHLAMYDOSPORIA E RHIZOCTONIA SOLANI

Os fungos utilizados para este estudo foram obtidos da micoteca do
laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da UTFPR, Campus Pato Branco
(Figura 1).

Para a producdo de inoculo de ambos os isolados fungicos foram
colocados em sacos plasticos transparentes 200 g de gréos de arroz e 100 ml de
agua destilada e, posteriormente, autoclavados por 30 minutos a 1 atm e 120 °C. Em
seguida, em camara de fluxo laminar foram colocados separadamente em cada saco
de substrato, trés discos de meio de cultivo contendo micélio do isolado de P.
chlamydosporia (Pc 13) e de R. solani (Figura 1). Posteriormente, os sacos foram
fechados e armazenados em céamara de crescimento a 25 °C por 21 e 15 dias
respectivamente (Figuras 2 e 3).

Figura 1 - (A) Colbnias de Pochonia chlamydosporia (Pc 13) e (B) de Rhizoctonia solani,

respectivamente, previamente crescidas por 21 e 15 dias, em meio de cultivo batata-dextrose-agar
(BDA).

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Figura 2 — Pochonia chlamydosporia (Pc 13) crescido em substrato de gréos de arroz, mantido em
camara de crescimento a 25 °C.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Apo6s o crescimento dos fungos P. chlamydosporia e R. solani no
substrato, estes foram retirados dos sacos plasticos, colocados separadamente em
bandejas plasticas, previamente desinfestadas com alcool 70% e deixadas por sete
dias em temperatura ambiente +30 °C para a secagem. Decorrido este periodo, 0s
substratos com os fungos P. chlamydosporia (Figura 4) e R. solani foram triturados
em liquidificador, por um periodo de 2 minutos na velocidade 1 e armazenados em
frascos claros sobre refrigeracéo e no escuro, até a utilizacao.

Figura 3 — Substrato de grdos de arroz colonizado pelo fungo Rhizoctonia solani com 15 dias de
idade.

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Figura 4 - Grdos de arroz colonizados por Pochonia chlamydosporia com 21 dias de idade,
colocados em bandejas plasticas para secagem do substrato.

Legenda/fonte: Autoria prépria, 2019.

4.2 OBTENCAO DO RESIDUO DE UVA

O subproduto solido da industria vinicola utilizado neste estudo foi
obtido do processo de producédo de vinho, logo apés a separagdo do suco das uvas
das variedades “Nidgara Branca” e “Niagara Rosada” de produtores de uva do
municipio de Mariépolis, Parand, Brasil e foi seco ao sol, posteriormente moido em
triturador forrageiro com peneira de 3 mm e armazenado em sacos plasticos de cor
preta na geladeira até a utilizagéo.

4.3 IMPLANTACAO DOS EXPERIMENTOS EM CASA DE VEGETAGCAO

O estudo foi realizado na Universidade Tecnol6gica Federal do Parana,
Campus Pato Branco. Nestes experimentos testaram diferentes periodos de
incubacéo (14 e 21 dias) de P. chlamydosporia associado ou ndo ao residuo de uva
solo antes da semeadura e, a dose de 30 g kg™* de P. chlamydosporia associados ou
nao ao residuo de uva. Os tratamentos testados nos estudos foram: Testemunha (R.
solani), Pc 13 (R. solani + P. chlamydosporia 13), RU (R. solani + Residuo de uva) e

Pc 13 + RU (R. solani + P. chlamydosporia 13 + Residuo de uva). Os experimentos
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foram conduzidos em casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente

casualizado (DIC) com cinco repeti¢des.

4.4 AVALIACAO DE DIFERENTES PERIODOS DE INCUBACAO DE POCHONIA
CHLAMYDOSPORIA AO SOLO ANTES DA SEMEADURA, ASSOCIADO OU NAO
AO RESIDUO DE UVA NO CONTROLE DO TOMBAMENTO DE PLANTULAS

Para a realizacdo deste estudo foram colocados 5.200 kg de solo em
sacos plasticos escuros. Em seguida infestou-se o solo com 10 g kg™ de solo com o
patbgeno R. solani e adicionou-se agua (umedecido aproximadamente na
capacidade de campo) e, apdés cinco dias adicionaram-se 25 g kg* de solo do
antagonista P. chlamydosporia e/ou 30 g kg™ solo de residuo de uva no mesmo dia,
nos respectivos tratamentos. Apds, umedeceu-se 0 solo e manteve-se 0S sacos
fechados por 14 e 21 dias para o estabelecimento do fungo P. chlamydosporia antes
da semeadura (Figura 5).

Apés 14 e 21 dias da incubacéo dos respectivos tratamentos ao solo,
estes foram colocados em vasos (aproximadamente 250 @) e realizou-se a
semeadura com 10 sementes de beterraba “Katrina” em cada vaso. Avaliou-se a
emergéncia e o tombamento das plantulas de beterraba por 21 dias.

Figura 5 - Sacos plasticos contendo solo infestado com Rhizoctonia solani e 0s respectivos
tratamentos.

Fonte: Autoria propria, 2019.
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4.5 AVALIACAO DE POCHONIA CHLAMYDOSPORIA, NA DOSE DE 30 G KG™ DE
SOLO ASSOCIADO OU NAO AO RESIDUO DE UVA NO CONTROLE DO
TOMBAMENTO DE PLANTULAS

Neste estudo testou-se a dose de 30 g kg™ de solo do in6culo de P.
chlamydosporia e/ou 30 g kg™ solo de residuo de uva e foram adicionados ao solo no
mesmo dia, nos respectivos tratamentos. Os procedimentos metodoldgicos foram
semelhantes ao experimento anterior, com algumas modificagbes, porém, o tempo
de incubacéo de P. chlamydosporia e do residuo de uva no solo, até a semeadura
da beterraba foi de 10 dias.

Posteriormente, os respectivos tratamentos foram colocados em vasos
(aproximadamente 250 g) e realizou-se a semeadura com 10 sementes de beterraba
“Katrina” em cada vaso. Avaliou-se a emergéncia e o tombamento (Figura 6) das
plantulas de beterraba por 21 dias.

Ap6s o término das avaliacbes de todos os experimentos foram
retiradas as plantulas de beterraba que restaram, e realizou-se uma segunda

semeadura nos vasos e, as avaliagdes foram as mesmas descritas anteriormente.

Figura 6 - Tombamento das pelo fungo Rhizoctonia solani.

A 4 S ‘q“’

plantulas de beterraba

Fonte: Autoria propria, 2019.

Todos os dados obtidos foram transformados para arco seno raiz
guadrada, e a variavel tombamento de plantulas do experimento 21 dias de
incubacéo (cultivo 1) foi transformada para X?+k. Apés os dados foram submetidos a

andlise de variancia (ANOVA). Quando significativos, os dados foram submetidos a
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comparacdo de médias por meio do teste de Duncan, em nivel de 5% de

probabilidade de erro.

Os dados das variaveis emergéncia (experimento item 4.5, cultivo I) e
tombamento aos (experimento 14 dias de incubacéo de P. chlamydosporia, cultivo 1)
e (experimento item 4.5, cultivo | e Il) que ndo atenderam o0s pressupostos da

ANOVA foram submetidos ao teste ndo paramétrico (Kruskal-Wallis).



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DE DIFERENTES PERIODOS DE INCUBACAO DE POCHONIA
CHLAMYDOSPORIA AO SOLO ANTES DA SEMEADURA, ASSOCIADO OU NAO
AO RESIDUO DE UVA NO CONTROLE DO TOMBAMENTO DE PLANTULAS

Para a variavel emergéncia, aos 14 dias apds a incubacédo dos
tratamentos (Pc 13, RU, Pc 13 + RU) ao solo, antes da semeadura da beterraba
(cultivo 1) ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos testados. No
entanto, no segundo cultivo, o tratamento Pc 13 apresentou a melhor emergéncia
das plantulas de beterraba, seguidos dos tratamentos Pc 13 + RU (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagem de emergéncia de plantulas de beterraba apds a semeadura em solo

infestado com Rhizoctonia solani e adi¢cdo de P. chlamydosporia, associado ou hdo com
residuo de uva e incubados por 14 e 21 dias (Cultivo | e Il). UTFPR, Pato Branco - PR,

=5 Experimento 14 dias de Experimento 21 dias de
incubacao incubacao
Tratamentos Emergéncia %
Cultivo | Cultivo I Cultivo | Cultivo Il

Testemunha 50,00 "™ 6,00% ¢ 16,00°c 28,00°c
Pc 13 82,00 96,00 a 92,00 a 98,00 a
RU 88,00 34,00 c 66,00 b 82,00 b
Pc 13 + RU 66,00 62,00 b 80,00 ab 96,00 a
C.V. (%) 28,57 35,67 24,29 7,86

"Significativo a 5% de probabilidade de erro. ™ N&o significativo a 5% de probabilidade de erro.
'Médias originais. 2Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan, a
5% de probabilidade de erro.

E, aos 21 dias de incubacdo dos respectivos tratamentos ao solo,
observou-se diferenca significativa entre os tratamentos testados, no (cultivo I). O
melhor tratamento foi o Pc 13, néo diferindo estatisticamente do tratamento Pc 13 +
RU. O tratamento RU diferiu do tratamento testemunha, porém nao diferiu
estatisticamente do tratamento Pc 13 + RU (Tabela 1). No segundo cultivo, também
os tratamentos Pc 13 e Pc 13 + RU, apresentaram a melhor emergéncia das
plantulas de beterraba, seguido do tratamento RU (Tabela 1).



Ao analisar todos os resultados (cultivo | e Il), no geral, a melhor
emergéncia das plantulas de beterraba foi observada no tratamento Pc 13,
principalmente quando este tratamento permaneceu um periodo maior de tempo de
incubacéo no solo antes da semeadura da beterraba, comprovando com isso que
houve um melhor estabelecimento do antagonista no solo.

O efeito de P. chlamydosporia sobre a emergéncia de plantulas
também foi observada em um estudo conduzido por Zavala-Gonzalez et al. (2015),
neste estudo os autores verificaram, in vitro, que o fungo P. chlamydosporia
promoveu a emergéncia e o crescimento de plantas de tomate, quando as sementes
desta cultura foram inoculadas com este antagonista. Segundo esses autores, iSSO
ocorreu pois 0 antagonista produz acido indol acético (IAA) e aumenta a
solubilizacdo de fosfato mineral para as plantas.

Isso, também deve ter ocorrido neste estudo, visto que, os tratamentos
contendo o fungo P. chlamydosporia também apresentaram uma maior emergéncia
das plantulas de beterraba. Isso faz com que haja um rapido desenvolvimento das
plantas, diminuindo com isso, o tempo de contato da semente com o patégeno, cuja
medida de controle € importante contra patdgenos habitantes de solo (AMORIM,;
REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2011).

Também ao analisar a associacdo Pc 13 + RU, aos 14 e 21 dias de
incubagéo deste tratamento ao solo, antes da semeadura da beterraba, observou-se
que, no geral no cultivo | e Il, houve uma maior emergéncia das plantulas, em
relacdo ao tratamento contendo apenas o RU. O fungo Pc 13, potencializou a acao
no controle da doenca.

O residuo de uva contém compostos fendlicos, acido galico, vanilico,
cafeico, cumarico, ferdlico, trans-resveratrol, além de antocianinas, catequinas,
licopeno e substancias antioxidantes, os quais sao responsaveis pelo efeito de
supressdo contra fitopatdbgenos de solo (REINER et al.,, 2016). Tais compostos
devem ter afetado tanto o patdgeno e o antagonista (14 dias de incubacao, cultivo Il
e 21 dias de incubacao, cultivo 1), por apresentarem uma menor emergéncia em
relacdo ao tratamento Pc 13. Com um periodo de incubacdo maior antes da
semeadura, o fungo P. chlamydosporia 13 utilizou o residuo de uva para crescer (21
dias de incubacdo, cultivo | e 1) (Tabela 1).

Tais resultados sdo similares aos obtidos no estudo realizado por

Pélippo (2017). A autora ao testar a dose 60 g kg™ de in6culo do fungo P.



chlamydosporia (Pc) associado ou ndo ao subproduto sélido da industria vinicola
(SSIV), incorporados ao solo, visando o controle da R. solani, em casa de vegetacao
observou uma emergéncia de 100% das plantulas de beterraba no tratamento Pc 13,
e na associagao de Pc 13 + SSIV.

Neste estudo também foi possivel observar um controle da doenca, nas
plantulas de beterraba em po6s emergéncia. Ao analisar a variavel tombamento de
plantulas (cultivo 1), aos 14 dias de incubacédo dos tratamentos ao solo, antes da
semeadura das semente de beterraba, observou-se que o tratamento Pc 13
apresentou o melhor controle da doenca, por apresentar uma maior reducao do
tombamento das plantulas de beterraba. Os demais tratamentos néo diferiram do
tratamento testemunha (Tabela 2). No segundo cultivo, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos testados (Tabela 3).

Tabela 2 - Porcentagem de tombamento de plantulas de beterraba apdés a semeadura em solo
infestado com Rhizoctonia solani e adi¢cdo de P. chlamydosporia, associado ou nhdo com

residuo de uva e incubados por 14 dias (Cultivo I) e 21 dias (Cultivo | e Il). UTFPR, Pato
Branco - PR, 2021.

Experimento 14 dias Experimento 21 dias de
de incubacao incubacao
Tratamentos Tombamento % (dias)
Cultivo | Cultivo | Cultivo Il

Testemunha 100,00" %b 100,00 ¢ 71,67™
Pc 13 26,67 a 38,95 a 43,56
RU 81,78 b 86,31 b 69,50
Pc 13 + RU 83,00 b 7150Db 57,50
C.V. (%) 24,08 36,71 41,89

"Significativo a 5% de probabilidade de erro. ™ N&o significativo a 5% de probabilidade de erro.
Médias originais. *Médias seguidas pela mesma letra nédo diferem entre si pelo teste de Duncan, a
5% de probabilidade de erro.

Tabela 3 - Graus de liberdade (GL), valor estatistica (H) e P-valor dos dados submetidos ao teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, quando ndo apresentaram diferenca significativa, da
variavel tombamento de plantulas de beterraba em solo infestado com Rhizoctonia solani
e adicdo de P. chlamydosporia, associado ou ndo com residuo de uva e incubadas por
14 dias (Cultivo Il). UTFPR, Pato Branco - PR, 2021.

Experimento 14 dias de incubacao - Cultivo Il
GL H P-valor

3 2,546 0,467
" N&o significativo a 5% de probabilidade de erro.




E, quando os tratamentos permaneceram por 21 dias incubados ao
solo, antes da semeadura da beterraba (cultivo I) observou-se que o tratamento Pc
13 novamente apresentou o melhor controle do tombamento das plantulas de
beterraba. No segundo cultivo, ndo houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos testados (Tabela 2).

Ao analisar tais resultados, aos 14 e 21 dias de incubacédo dos
tratamentos ao solo, antes da semeadura, no cultivo |, o tratamento Pc 13 foi mais
eficiente na diminuicdo do tombamento das plantulas de beterraba. O efeito do fungo
P. chlamydosporia, contra patdgenos habitantes do solo, como observado neste
estudo, também ja foram documentados em outros estudos.

Por exemplo, Siddiqui e Shaukat (2003) ao testarem este agente de
biocontrole no controle das doencgas causados pelos fungos habitantes de solo M.
phaseolina, F. oxysporum, F. solani e R. solani observaram um controle da doenca
acima de 66% em plantulas de tomate, em condi¢cbes de campo. Segundo estes
autores, o0 modo de acdo do antagonista contra patdogenos habitantes de solo,
possivelmente seja devido a producdo de compostos antifungicos e de fitoalexinas, o
gue possivelmente também deve ter ocorrido neste estudo.

No entanto, ao observar os dados obtidos no segundo cultivo, ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos em relacdo ao numero de
plantulas tombadas.

Resultados similares, também foram observados em outro estudo
realizado por Broch (2018). Ao avaliar o efeito da P. chlamydosporia associado ou
nao ao residuo de uva em plantulas de beterraba no controle do patégeno R. solani
em campo, observou na segunda semeadura, também aos 21 dias de avaliagéo, a
diminuicdo da eficiéncia no controle do tombamento das plantulas. Segundo a
autora, possivelmente com o passar do tempo ocorra uma diminuicdo do antagonista
no solo, o que deve ter ocorrido neste estudo. No entanto, novos estudos devem ser
realizados para testar tal hipotese.

Ao analisar o tratamento RU aos 14 e 21 dias de incubacéo ao solo,
(cultivo 1), este tratamento foi menos eficiente no controle da doenca em relacdo ao
tratamento contendo apenas o fungo Pc 13, e no cultivo Il, ndo teve diferenca
significativa entre os tratamentos testados. Possivelmente isso ocorreu devido um
efeito de lixiviacdo dos compostos fitoquimicos presentes no residuo de uva. No

entanto, tal hipétese deve ser confirmada, por meio de outros estudos (Tabela 2).



Além do que, este residuo necessita de um periodo maior de incubacédo ao solo para
ter um resultado eficiente no controle da doenca, como observado no experimento
aos 21 dias de incubacé&o ao solo, no cultivo I.

Quando analisou-se a associagao de Pc 13 + RU, no cultivo I, aos 21
dias de incubacédo deste tratamento ao solo, observou-se que o controle da doenca
foi igual ao tratamento contendo apenas o RU (Tabela 2). Esse menor controle da
doenca, possivelmente pode ter ocorrido devido reducdo da populacdo do fungo P.
chlamydosporia no solo, causada pelos compostos fitoquimicos no residuo de uva
como também observado por Pasqua (2017).

Esta autora ao testar, in vitro, o efeito do extrato aquoso (5, 10 e 15%),
e dos compostos volateis do residuo de uva (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 g), no
desenvolvimento do fungo P. chlamydosporia, verificou que todas as concentracdes
testadas do extrato aquoso reduziram o didmetro micelial e o numero de conidios
deste agente de biocontrole. E, os compostos volateis de todas as concentracdes
testadas, também reduziram o crescimento micelial do fungo.

Tal fato, também pode ter ocorrido, neste estudo, devido ao efeito
direto dos compostos quimicos do residuo de uva (compostos fendlicos acido gélico,
acido cafeico, acido ferdlico, acido cumarico e o trans-resveratro) e seus compostos
volateis (REINER et al., 2016), visto que, o acido galico e cafeico ja foram relatados
com acgdo antifungica contra o patdogeno habitante de solo Fusarium solani
(NGUYEN et al., 2013). Apesar de neste estudo nao ter sido observado o efeito
sobre a R. solani, quando o periodo de incubacao ao solo foi de apenas 14 dias, por
ndo diferir do tratamento testemunha.

Portanto, caso se deseje utilizar este agente de biocontrole, associado
ao residuo de uva, € necesséario deixar um periodo de tempo maior e/ou aplicar
antes o residuo de uva e, posteriormente, 0 antagonista, a fim, de minimizar os
efeitos negativos dos compostos fitoquimicos presentes no residuo de uva, no
estabelecimento inicial do fungo P. chlamydosporia ao solo.

Além do que, possivelmente no campo, poderd haver um melhor
controle da doenca, em funcdo da densidade de inéculo do patdgeno presente no
solo, visto que, neste estudo foi utilizada uma quantidade de R. solani alta e, mesmo
assim, no geral houve uma boa emergéncia das plantulas de beterraba, de todos os

tratamentos testados em relagdo a testemunha. Isso demonstra que é viavel a



utilizacdo deste antagonista na mistura com residuos organicos, o que é comumente

utilizado nos cultivos de hortalicas.

5.2 AVALIACAO DE POCHONIA CHLAMYDOSPORIA, NA DOSE DE 30 G KG™ DE
SOLO ASSOCIADO OU NAO AO RESIDUO DE UVA NO CONTROLE DO
TOMBAMENTO DE PLANTULAS

Neste estudo quando utilizou a dose 30 g kg*' solo de P.
chlamydosporia e/ou residuo de uva por 10 dias de incubacdo ao solo, antes da
semeadura, observou-se (cultivo I), para a variavel emergéncia, que todos os
tratamentos foram iguais e diferiram em relacdo ao tratamento testemunha. Ja, no
segundo cultivo, para a mesma variavel, o melhor tratamento foi Pc 13 + RU e néo
diferiu estatisticamente do tratamento Pc 13, seguidos do tratamento RU, em relacdo
ao tratamento testemunha (Tabela 4).

Para a variavel tombamento das plantulas de beterraba (cultivo | e II),
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos testados (Tabela 5).

Tabela 4 - Porcentagem de emergéncia de plantulas de beterraba apds a semeadura em solo
infestado com Rhizoctonia solani e adicdo da dose 30 g kg* de P. chlamydosporia,

associado ou ndo com residuo de uva e incubadas por 10 dias (Cultivo | e Il). UTFPR,
Pato Branco - PR, 2021.

Experimento 30 g kg™

Tratamentos Emergéncia

Cultivo | Cultivo Il
Testemunha 18,00 b 3"c
Pc 13 64,00 a 12,7 ab
RU 54,00 a 96b
Pc 13 + RU 84,00 a 16,7 a
C.V. (%) 39,48 P-valor: 0,0019

“Significativo a 5% de probabilidade de erro. ™ N&o significativo a 5% de probabilidade de erro. *
Médias originais. 2Médias seguidas pela mesma letra néo diferem entre si pelo teste de Duncan, a 5%
de probabilidade de erro.

” Dados submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e comparacdo multipla de Rank. Postos médios néo
seguidos por mesma letra, na coluna, diferem estatisticamente entre si em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Com isso, neste estudo foi pOSsivel observar que mesmo aumentando a quantidade
de indculo do antagonista no solo (30 g kg* de solo), se o periodo de incubacdo ao solo do

antagonista, antes da semeadura for curto, ndo ha um controle eficiente no tombamento de plantulas

de beterraba.



Tabela 5 - Graus de liberdade (GL), valor estatistica (H) e P-valor dos dados submetidos ao teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, quando ndo apresentaram diferenca significativa, da
variavel tombamento de plantulas de beterraba em solo infestado com Rhizoctonia solani
e adicdo da dose 30 g kg™ de P. chlamydosporia, associado ou ndo com residuo de uva
e incubadas por 10 dias (Cultivo | e Il). UTFPR, Pato Branco - PR, 2021.

Experimento 30 g kg™

Cultivo | Cultivo 1l
GL 3 3
H 4,025 2,807
P-valor 0,259 0,422

" N&o significativo a 5% de probabilidade de erro.



6 CONCLUSOES

A incubagéo dos tratamentos Pc 13 e Pc 13 + RU ao solo aos 14 dias,
antes da semeadura de beterraba, no cultivo Il, aumenta a emergéncia das
plantulas.

A incubacgao dos tratamentos Pc 13 e Pc 13 + RU ao solo aos 21 dias
antes da semeadura de beterraba, no cultivo | e Il, aumenta a emergéncia das
plantulas.

A incubacéo do tratamento Pc 13 ao solo, por 14 dias e os tratamentos
Pc 13, RU e Pc 13 + RU por 21 dias antes da semeadura da beterraba, no cultivo I,
diminui o tombamento das plantulas de beterraba causada pelo patégeno R. solani;

A incubacao dos tratamentos (Pc 13, RU e Pc 13 + RU) ao solo, por 14
e 21 dias antes da semeadura de beterraba, em segundo cultivo, ndo controla o
tombamento das plantulas.

O aumento da quantidade de in6culo de P. chlamydosporia, e
incubados ao solo por 10 dias antes da semeadura ndo aumenta a eficiéncia do

controle do tombamento das plantulas.



7 CONSIDERAGOES FINAIS

E viavel a utilizacdo do antagonista P. chlamydosporia na mistura com
residuo de uva, por ser uma maneira simples e relativamente barata. Além disso,
pode oferecer mais uma alternativa no manejo do controle das doencas causada

pelo patdgeno R. solani com a utilizacdo de produtos bioldgicos e sustentaveis.
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