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RESUMO

ALMEIDA, Ana Carolina de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Biocontrole de tombamento causado por Rhizoctonia solani em plantulas de feijao e soja
com Clonostachys spp. Orientador: Lucas Magalhaes de Abreu.

Doencas causadas por fitopatégenos habitantes do solo sdo de dificil manejo, como € o caso de
tombamentos causados por Rhizoctonia solani em culturas economicamente importantes no
Brasil. A busca por tecnologias que possam contribuir com 0 manejo desta doenca se torna de
extrema importincia € o biocontrole com microrganismos antagonistas € uma vertente a ser
explorada. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes espécies do género Clonostachys no
biocontrole de tombamentos por R. solani em plantas de feijdo e soja. Foram realizados dois
bioensaios: em casa de vegetacdo com plantas de feijdo e soja e em campo comercial de soja
com historico de infestacdo natural por fitopatdgenos habitantes do solo. No primeiro, foi
avaliado o efeito de dez isolados de nove espécies de Clonostachys, aplicados via tratamento
de sementes (TS) ou via solo (AS), sobre a percentagem de emergéncia das plantulas em solo
artificialmente infestado com R. solani. A incidéncia desses isolados nas raizes, sem e com
desinfestacao superficial, também foi avaliada. No segundo bioensaio, tratamentos compostos
por duplas de isolados de trés espécies de Clonostachys foram aplicados no sulco do plantio, de
maneira individual ou combinada com um biofertilizante comercial; e a percentagem de
emergéncia de plantulas e produtividade de graos foram avaliadas. Em casa de vegetagdo, a
aplicacdo de Clonostachys spp. via AS resultou em melhores indices de porcentagens de
emergéncia das plantulas do que via TS. Dentre os dez isolados aplicados no solo, seis foram
eficientes no biocontrole de tombamento em pré-emergéncia causada por R. solani no feijao, e
oito isolados na soja, resultando em valores de emergéncia entre 40 e 80%, em contraste com
percentagens de emergéncia entre 0 e 15% no controle com solo infestado com o fitopatégeno.
O efeito de biocontrole de trés isolados foi contrastante entre soja e feijao, evidenciando o efeito
do hospedeiro na intera¢do. A rizocompeténcia da maioria dos isolados ndo se relacionou com
o biocontrole exercido por eles. No campo, a incidéncia natural de tombamentos foi pequena,
provavelmente em decorréncia do clima seco e quente no norte do Parand no segundo semestre
de 2020. Dessa forma, o efeito da aplicacdo de Clonostachys spp. no biocontrole ndo pode ser
avaliado. Conclui-se que, além de C. rosea, outras espécies do género sdo antagonistas uteis
para o biocontrole de doencas causadas por R. solani e que, para alguns isolados, a planta

hospedeira parece influenciar diretamente o efeito de controle.

Palavras-chave: Tombamento. Rizocompeténcia. Antagonismo.



ABSTRACT

ALMEIDA, Ana Carolina de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021. Biocontrol
of damping-off caused by Rhizoctonia solani on common bean and soybean seedlings with
Clonostachys spp. Advisor: Lucas Magalhaes de Abreu.

Soil-borne diseases such as damping-off caused by Rhizoctonia solani are challenging to
manage. The search for technologies that contribute to the management of this disease is
significant, and biocontrol with antagonistic microorganisms is an excellent tool to be explored.
This study aimed to evaluate different species of the ubiquitous genus Clonostachys against the
damping-off caused by R. solani in common bean and soybean. Two bioassays were carried
out: one under a greenhouse environment with common bean and soybean seedlings and
another in a commercial soybean field naturally infested by soil-borne pathogens. In the first
assay, the effect of the treatment with ten isolates of nine species of Clonostachys spp. isolates
on seedling emergence, applied via seed treatment (TS) or via soil application (AS) was
evaluated. The incidence of the isolates colonization in the roots, with and without
disinfestation, was also evaluated. In the second bioassay, treatments composed of pairs of
isolates of three species of Clonostachys were applied in the planting row, individually or
combined with a commercial biofertilizer, to evaluate their effect on seedling emergence and
yield. Under the greenhouse, the application of Clonostachys spp. via AS promoted higher
seedling emergence percentages than via TS. Among the ten isolates applied to the soil, six
were efficient in biocontrol of pre-emergence damping-off caused by R. solani in common
bean, and eight isolates in soybean, resulting in an emergence that ranged between 40 and 80%,
superior to the control treatment, which had emergence between 0 and 15%. The biocontrol
effect of three isolates was compared between the two crop species, and the effect of host was
demonstrated. The rhizocompetence of most isolates was not correlated with their biocontrol
activity. The biocontrol by Clonostachys spp. in the field could not be evaluated due to the low
natural incidence of seedling damping-off in the second semester of 2020, probably due to the
dry and hot climate conditions in northern Paranid. We concluded that other species from this
genus, besides C. rosea, might be valuable antagonists against R. solani, and for some isolates,

the host seems to influence their biocontrol effect directly.

Keywords: Damping-off. Rhizocompetence. Antagonisms.
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Introducao Geral

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € a principal cultura agricola do Brasil, atualmente o
maior produtor mundial da oleaginosa. Essa cultura ocupa um lugar importante na industria
mundial de alimentos, oferecendo 6leo para consumo humano e um farelo rico em proteinas
para alimentacdo animal. Com a expectativa de crescimento populacional e demanda por
proteina vegetal, o uso de soja aumenta a cada ano (Contini; Pena Junior; Vieira, 2013; Gazzoni;
Dall’agnol, 2018). A éarea de cultivo estd estimada em 38,2 milhdes de hectares, ocupando 56%
do total (65,9 milhdes de hectares) da area cultivada (Conab, 2020). O desafio do Brasil é
manter a capacidade de produzir soja de forma rentavel e sustentavel (Cattelan; Dall’agnol,
2018).

Outra cultura de importancia para o pais € o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.),
considerada a leguminosa de grao mais importante para o consumo humano direto no mundo
(Broughton et al., 2003). O Brasil se destaca ndo s6 como o maior consumidor, mas também
como o terceiro maior produtor do feijao comum, com 10% da produ¢do mundial anual
(Salvador, 2020). A cultura € considerada de ciclo curto e, por isso, apresenta uma vantagem
para o produtor, que consegue adequar o seu plantio dentro de uma janela menor, sem ter que
renunciar a producdo de outros graos no mesmo ano agricola. Nesse cendrio, o Brasil possui
trés épocas distintas de plantio, favorecendo assim, uma oferta constante do produto ao longo
do ano (Conab, 2020).

A producido das duas leguminosas € constantemente desafiada por vdrios fatores
abidticos e bidticos. Dentre os fatores bidticos, as doencas, e principalmente as doengas
fingicas, sdo apontadas como a principal causa da baixa produtividade nas lavouras (Michereff
et al., 2005). A importancia econdmica de uma doenca varia de ano para ano e de regido para
regido, dependendo das condi¢Oes climaticas de cada safra, e da cultivar utilizada (Sinclair;

Hartman, 1999; Embrapa, 2013).

Doencas nas culturas da soja e do feijao

Considerando as doencgas fiingicas, as mais comuns na cultura da soja sdo: ferrugem
asidtica (Phakopsora pachyrhizi), oidio (Microsphaera diffusa), mancha-alvo (Corynespora
cassicola), mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum), podriddo da Rhizoctonia (Rhizoctonia
solani), podridao cinzenta do caule (Macrophomina phaseolina) e o complexo de doencas de

final de ciclo causados por Septoria glycines e Cercospora kikuchii (Almeida et al., 2001,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308521X20307964?casa_token=s3MHBEpJHKAAAAAA:0TYmFUE7WrhaBBI8N_AVVIX49GYr75ZTd5OhMeaicjvAbmcEqicqs3jpqnH57QKP_CZswmbrmA#bb0080
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/phaseolus-vulgaris
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Almeida et al., 2005; Henning et al., 2014). A cultura do feijao € acometida principalmente
pelas  doencas:  antracnose  (Colletotrichum  lindemuthianum), = mancha-angular
(Pseudocercospora griseola), ferrugem (Uromyces appendiculatus), mofo-branco (Sclerotinia
sclerotiorum), mela e/ou tombamento (Rhizoctonia solani), oidio (Erysiphe poligoni), murcha-
de-fusarium (complexo Fusarium oxysporum), podridao radicular seca, (complexo Fusarium
solani) (Jaccoud Filho; Passini, 2018) e podriddo cinzenta (Macrophomina phaseolina) (Singh;
Schwartz. 2010).

Os fitopatdégenos Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani, F
oxysporum € Macrophomina phaseolina sao denominados fitopatégenos habitantes do solo.
Sao definidos assim, porque passam a maior parte do seu ciclo de vida no solo, infectam 6rgaos
subterraneos ou caules das plantas, tém capacidade de sobreviver no solo por um longo periodo
na auséncia de seus hospedeiros, possuem capacidade de competi¢ao saprofitica e seus estadios
de disseminacdo e sobrevivéncia sdo confinados ao solo, embora alguns possam produzir

esporos dispersos pelo ar ou dgua (Hillocks; Waller, 1997).

Manejo de fitopatogenos habitantes do solo

Devido as caracteristicas dos fitopatdgenos transmitidos pelo solo, e em particular sua
sobrevivéncia no solo, ha dificuldade na aplicacio de ferramentas de controle (Katan;
Shtienberg; Gamliel, 2012). Um conjunto de medidas bésicas devem ser tomadas para que o
in6culo ndo continue sua propagacdo para toda a drea e, consequentemente, se dissemine para
outras regides (erradicacdo), o que acarreta danos severos a producdo. Assim, métodos como
controle fisico, cultural, quimico e biolégico podem ser adotados.

Medidas culturais devem ser levadas em consideracdo, como: rotacdo e sucessao de
culturas, controle da irrigacdo quando possivel, previsao da melhor data de semeadura e
definicdo da melhor densidade de plantas para a cultura. Com essas medidas adotadas, pode-se
evitar a permanéncia e aumento do in6culo do patégeno na drea, diminuir as
condi¢des/microclima favoravel para a ocorréncia da doenca, além de se tentar o escape das
épocas favoraveis da infeccdo do patégeno, adiando ou atrasando a semeadura (Katan, 2000).
A semeadura superficial das sementes, em torno de 2 cm de profundidade, € um método de
escape empregado contra tombamentos pelo fitopatogeno Rhizoctonia solani (Chang et al.,
2004).

A solarizag¢ao do solo € uma prética realizada antes do plantio, por meio do aquecimento

solar do solo (45-55°C), o qual € coberto com material pléstico transparente apropriado, durante


https://link.springer.com/article/10.1007/s10658-018-1600-y#ref-CR68
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a estacdo quente e seca, por cerca de quatro a seis semanas. Tem como objetivo a reducdo
efetiva das populacdes de fitopatogenos presentes, com o minimo de dano as atividades
bioldgicas que sdo essenciais ao ecossistema solo (Katan, 2017). Existem patdgenos
termotolerantes, como Macrophomina phaseolina, que nao sao controlados pela solariza¢do do
solo (Katan; Gamliel, 2012). A solarizacdo ¢ um método aplicado principalmente em hortaligas,
mas a instalacdo do filme pldstico em grandes areas no campo de feijao e soja, pode ser feita
por maquinas especialmente desenvolvidas para tal finalidade (Ghini, 2001).

O uso de cultivares resistentes € uma opg¢ao rentdvel e eficiente, contudo, nao existem
cultivares resistentes para a maioria dos fitopatégenos de solo e, quando existem, a resisténcia
€ parcial, ou de fécil suplantacdo por esses fitopatégenos (Bellé; Fontana, 2018). O uso de
diferentes cultivares mais tolerantes de feijao e soja, quando existe essa op¢do, entre uma safra
e outra, pode retardar a suplantacdo. S3o exemplos de gendtipos com fontes de resisténcia a
cultivar de feijaio BRS FP 403, moderadamente resistente a murcha de fusarium (complexo
Fusarium oxysporum), podridao radicular seca (complexo Fusarium solani) e damping-off
(Rhizoctonia solani) (Souza et al., 2019), e a cultivar de soja BRS 137, moderadamente
resistente a podriddo vermelha da raiz (complexo Fusarium solani), (Gésperi; Prestes;
Costamilan, 2003). Dentre as préticas de controle recomendadas, principalmente para o
tombamento de plantulas, o tratamento das sementes com fungicidas assume um importante
papel, sendo considerado, até 0 momento, a principal medida a ser adotada tanto no feijao como
na soja. O tratamento com fungicidas protege as plantulas do ataque dos fitopatdgenos no inicio
do seu desenvolvimento, mas se a drea estiver com alta infestacdo, essa protecdo ndo serd
suficiente para proteger o cultivo até o periodo de colheita (Gaspar et al., 2015).

Com a dependéncia do uso de fungicidas no tratamento de sementes para o controle de
fitopatdgenos habitantes do solo, pode ocorrer uma pressao de selecao de individuos resistentes,
reduzindo a eficiéncia dos produtos (Ajayi-Oyetunde; Bradley, 2018). Diante desse cenario,
medidas complementares precisam ser introduzidas no manejo destes fitopatogenos, de forma
a promover um controle eficiente do indculo sobrevivente e aumentar a eficiéncia de controle

com os fungicidas.

Controle biolégico: uma ferramenta segura e viavel

A introducdo de microrganismos que possuam acdo antagOnica aos fitopatdgenos

habitantes do solo € vista como uma ferramenta vidvel de manejo tanto na pesquisa quanto em
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escala comercial (Lopes; Michereff, 2018). Produtos comerciais para o controle bioldgico de
doengas a base de fungos e bactérias sdo os mais comuns no Brasil, compostos principalmente
por fungos micoparasitas do género Trichoderma e bactérias do género Bacillus (MAPA, 2021).
Os produtos bioldgicos para o controle das doengas radiculares sao formulados para tratamento
de sementes e aplicacdo no sulco do plantio (Bettiol, 2012).

Bactérias empregadas no controle biolgico de doencas ocasionadas por fitopatdgenos
habitantes do solo sdo principalmente dos géneros Bacillus, Pseudomonas e Streptomyces. As
caracteristicas relacionadas ao biocontrole destas incluem a capacidade de: utilizar rapidamente
exsudatos de sementes e raizes; colonizar e se multiplicar nos ambientes da rizosfera,
espermosfera e no interior da planta; produzir um amplo espectro de metabdlitos bioativos (ou
seja, antibidticos, voldteis, siderdforos, substancias promotoras de crescimento); competir
agressivamente com outros microrganismos (Singh et al., 2018).

Os fungos micoparasitas do género Trichoderma compdem a maioria dos produtos
usados no manejo de doencas no Brasil, sendo usados para o controle de fitopatégenos como:
R. solani, S. sclerotiorum, Thielaviopsis paradoxa, M. phaseolina e Moniliophthora perniciosa
e patdgenos do complexo Fusarium solani. Os agentes de biocontrole do género Trichoderma,
além da competicdo por espago, dgua, nutrientes e oxigénio com estes fitopatégenos na
rizosfera, devido ao seu rdpido crescimento, protegem as raizes contra a penetracdo destes.
Estes fungos tém efeitos na erradicac@o do indculo através do parasitismo e secre¢ao de enzimas
hidroliticas que atuam diretamente na degradagdo da parede celular dos fitopatégenos, como
outras proteinas com atividades antifungicas. Além dos efeitos sobre os fitopatdgenos,
Trichoderma spp. mostra efeitos diretos sobre a planta, com a promocao da produciao de raizes,
aumento da absorcdo de nutrientes e maior crescimento, além dos efeitos de estimulacdo do

sistema de defesa (Meyer; Mazaro; Silva, 2019; MAPA, 2021).

Clonostachys spp. no biocontrole

Outro género de fungos micoparasitas com potencial de uso no biocontrole de doengas
de plantas € o Clonostachys. Ao contrario de Trichoderma, em que vérias espécies sao
conhecidas, investigadas e empregadas no controle biol6gico, os estudos sobre Clonostachys se
concentram somente na espécie C. rosea, € ainda ndo ha registros no Brasil de produtos

bioldgicos a base desse fungo para o manejo de doengas radiculares.
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A espécie C. rosea contém micoparasitas inespecificos destrutivos empregados no
biocontrole de doengas ocasionadas fitopatdgenos pertencentes aos géneros Alternaria,
Botrytis, Bipolaris, Drechslera, Fusarium, Helminthosporium, Moniliophthora, que ocasionam
doencas na parte aérea, e Phytophthora, Rhizoctonia, Rhynchosporium, Fusarium, Sclerotinia,
Macrophomina causando podriddo de sementes e podridio radicular, além de atuar no
biocontrole de alguns fitonematoides (Silva et al., 2021; Sun et al., 2020; Gimeno et al., 2019;
Rodriguez et al, 2011; Ndiaye; Termorshuizen; Van Bruggen, 2010). H4 alguns relatos de
biocontrole de C. rosea sobre o fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum, nas culturas da soja e do
feijao (Ndiaye; Termorshuizen; Van Bruggen, 2010; Morandi; Costa, 2009).

O mecanismo de controle biolégico de C. rosea € atribuido principalmente a secrecao
de enzimas que degradam a parede celular, a producdo de metabolitos secundérios e a indugdo
de resisténcia de plantas (Chatterton; Punja, 2009 ; Fatema et al., 2018). Estudos demonstram
que, dentre os metabodlitos secunddrios responsaveis pela atividade antimicrobiana de C. rosea
estdo: peptaibols, epipolisulfanildioxopiperazinas e policetideos (Dong et al., 2005; Fatema et
al., 2018; Rodriguez et al., 2011; Zhai et al., 2016). C. rosea também possui boa tolerancia a
compostos toxicos produzidos por fungos-presa e a fungicidas, dada por mecanismos
intracelulares de desintoxicacdo associados a um grande ndmero de transportadores de
membranas, responsaveis pela excre¢do de substancias (Karlsson et al. 2015; Dubey; Jensen;
Karlsson, 2016).

Existem cerca de 50 espécies no género Clonostachys e levantamentos da diversidade
de espécies existentes nos solos e outros substratos naturais brasileiros mostraram que hé pelo
menos dez espécies de Clonostachys comumente encontradas, algumas bem mais abundantes e
dispersas do que C. rosea (Schroers, 2001; Abreu et al., 2014; Moreira et al, 2016). A extensa
literatura sobre o potencial de biocontrole de C. rosea estd em nitido contraste com a auséncia
de informacdes sobre as possibilidades de uso de outras espécies de Clonostachys no manejo
de fitopatégenos habitantes do solo. Silva et al. (2021) mostraram que, além da espécie C. rosea,
isolados de trés outras espécies de Clonostachys foram efetivos no controle da pinta-preta da
batata em casa de vegetacao, através da protecdo das plantas, retardo no progresso da doenga e
erradicacdo do indculo do patdégeno sobrevivente nos restos da cultura, por meio do
micoparasitismo.

Diante desse cendrio, avaliar a eficdcia das demais espécies sobre os patdgenos
habitantes do solo se torna uma oportunidade para encontrar agentes de biocontrole adaptados

as condicdes de solo brasileiro, que possam ser tdo ou mais eficazes que C. rosea ou mesmo


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.14625#jam14625-bib-0013
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.14625#jam14625-bib-0027
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.14625#jam14625-bib-0027
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que produtos a base de Trichoderma spp. ja empregados no Brasil. Essa estratégia podera
contribuir para ampliar as opc¢des de agentes de biocontrole no manejo de fitopatdgenos

habitantes do solo.
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Artigo: Biocontrole de tombamento ocasionado por Rhizoctonia solani em plantulas de
feijao e soja com Clonostachys spp.

1. Introducao

A produgdo de soja em dreas tropicais aumentou nas ultimas décadas e esse crescimento
deve continuar. O cultivo intensivo em dreas extensas, principalmente com a monocultura, leva
ao desenvolvimento de doencas e/ou estresses, que podem ter impactos profundos na
produtividade. Entre as doengas, uma das mais importantes no inicio do ciclo, e de dificil
controle nos campos cultivados com soja, € o damping-off ou tombamento ocasionado por
Rhizoctonia solani (Lopes et al., 2018). O mesmo ocorre no feijoeiro, no qual, dentre as doencas
ocasionadas por fitopatégenos habitantes do solo, o tombamento por R. solani é umas das
principais (Bianchini, Maringoni, Carneiro, 2005).

Pertencente ao filo Basidiomycota, R. solani € identificada principalmente por seus
caracteres vegetativos, através da formacdo de hifas septadas multinucleadas, inicialmente
hialinas e que tornam-se marrons, ramificacao de hifas em angulo reto, ramificacdo do hilo que
se origina do septo doliporo distal com uma constri¢ao caracteristica no ponto de ramificagao,
a presenca de células monilioides e esclerédios de textura uniforme que sdo geralmente
produzidos pela maioria, mas ndo por todos os membros do grupo. O estado sexual €
caracterizado por um himénio ramificado verticalmente, seguido por camadas de basidios
alongados ligeiramente mais largos que as hifas basais. Este patégeno também €& classificado
por um sistema baseado em grupos de anastomose de hifas (AG), no qual isolados
geneticamente semelhantes, que imediatamente unem suas hifas e compartilham citoplasma e
nucleo, sdo colocados no mesmo grupo de anastomose (Ajayi-Oyetunde; Bradley, 2018).

Para que a maioria das infec¢des ocasionadas por Rhizoctonia ocorram, os esclerédios
primeiro devem germinar para formar micélios que crescem em direcdo a planta hospedeira,
em resposta a exsudatos liberados por essas. Apds a fixacdo de suas hifas no tecido do
hospedeiro, o fungo se desenvolve ao longo das paredes das células epidérmicas, formando
hifas que irdo penetrar e colonizar o tecido (Keijer, 1996). A infeccao ocasionada por R. solani
tem sido associada a produ¢do de enzimas e toxinas que levam a morte do tecido hospedeiro
antes mesmo da colonizagdo, caracterizando-o como patdgeno necrotréfico (Van Kan, 2006).

Em relagcdo aos sintomas, no feijao, R. solani reduz o estande de plantas através do

tombamento de plantulas, causa lesdes necréticas nas folhas (mela ou murcha da teia micélica)


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/rhizoctonia-solani

23

e leva a perda de produtividade de até 100% (Ghini; Zaroni, 2001). O sintoma mais comum de
R. solani no feijao comum € a lesdo na interface raiz-parte aérea, conhecida como damping-off
(Schwartz et al., 2005). Os sintomas da doenga na soja variam desde a podriddo da semente e o
tombamento em pré-emergéncia, especialmente sob alta densidade de indculo, até a podridao
radicular ou do hipocétilo, dependendo de qual grupo de anastomose estd presente no momento
da infeccdo (Ajayi-Oyetunde; Bradley, 2018). Na regido amazonica, existe uma variante da
anastomose do patégeno (AG-4 HI) que € responsdvel tanto pelos sintomas de damping-off
quanto pela mela, ou seja, os sintomas sdo observados em todo o ciclo do feijdo e da soja
(Nechet; Halfeld-Vieira, 2006). A cultura da soja e do feijao no Brasil, partilham, na maioria
das vezes, grupos de anastomose (AG-1 IA, AG-1 IF, AG-2-211IB, AG-4 HGI, AG-4 HGI]I,
AG-4 HGIII) (David et al., 2018).

O manejo eficaz desta doenca se baseia na ado¢do de varias medidas de controle, como
o uso de sementes certificadas, sementes tratadas com fungicidas ou produtos bioldgicos e,
quando disponiveis, o uso de cultivares resistentes. Mas a escassez de cultivares comerciais
com altos niveis de resisténcia tem impedido sua introdu¢do no manejo dessa doenca,
resultando no uso de tratamentos de sementes com fungicidas, que oferecem protecdo tanto a
semente quanto a muda durante os estdgios iniciais de crescimento (Dorrance et al ., 2003),
como o método mais utilizado para o controle de R. solani (Ajayi-Oyetunde; Bradley, 2018).
Atualmente no Brasil, sdo registrados 51 produtos para controle de R. solani na cultura da soja
e 24 produtos na cultura do feijdo, sendo a grande maioria composta pelo mesmo ingrediente
ativo, carbendazim, fungicida sisttmico com agdo preventiva do grupo dos benzimidazoéis e
outros do grupo dos triazdis (ipconazol, por exemplo) (MAPA, 2021)..

A busca por medidas eficientes para complementar o uso dos fungicidas se faz
necessaria. Nos Estados Unidos, a resisténcia aos fungicidas inibidores externos de quinonas
utilizados no tratamento de sementes de soja ja foi registrada em populacdes de AG-1 de R.
solani (Ajayi-Oyetunde; Bradley, 2018; Olaya et al, 2012). Portanto, a introducdo de
microrganismos habitantes do solo que possuam a¢do antagoénica a R. solani € vista como uma
alternativa vidvel tanto na pesquisa quanto em escala comercial (Lopes; Michereff, 2018). Esses
microrganismos compdem produtos bioldgicos que sdo formulados para tratamento de
sementes e aplica¢do no sulco do plantio (Bettiol, 2012), de maneira que, além de oferecerem
protecao as sementes, podem colonizar o solo e provocar um efeito prolongado de biocontrole.
Por outro lado, o nimero de op¢des disponiveis de agentes de biocontrole € restrito a poucos

grupos taxondmicos, compostos por fungos micoparasitas do género Trichoderma e bactérias


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0929139317313501?casa_token=GLN9qKILXFYAAAAA:QUVJLhmfVgEqoEfhVJnaTFx9CLxgEMvd05MkjjUoQBWQChOLAMiBQgS4-5LZ1lBuS14wk-vt5Q#b0065
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/damping-off
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0929139317313501?casa_token=GLN9qKILXFYAAAAA:QUVJLhmfVgEqoEfhVJnaTFx9CLxgEMvd05MkjjUoQBWQChOLAMiBQgS4-5LZ1lBuS14wk-vt5Q#b0240
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0929139317313501?casa_token=GLN9qKILXFYAAAAA:QUVJLhmfVgEqoEfhVJnaTFx9CLxgEMvd05MkjjUoQBWQChOLAMiBQgS4-5LZ1lBuS14wk-vt5Q#b0205
https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/ppa.12733#ppa12733-bib-0054
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do género Bacillus (MAPA, 2021), indicando uma lacuna que poderd ser preenchida com a
pesquisa envolvendo outros potenciais antagonistas de R. solani e demais fitopatégenos
habitantes do solo.

A espécie Clonostachys rosea é caracterizada por seu micoparasitismo eficiente contra
muitos fitopatégenos, dentre eles, fitopatdgenos habitantes do solo como: Phytophthora,
Rhizoctonia, Rhynchosporium, Fusarium, Sclerotinia, Macrophomina que causam podridao de
sementes e podridao radicular (Sun et al., 2020; Rodriguez et al, 2011; Ndiaye; Termorshuizen;
Van Bruggen, 2010). Além de micoparasita, C. rosea pode secretar substancias toxicas e
metabolitos secunddrios que auxiliam no antagonismo a fitopatégenos, como também pode
induzir o sistema de defesa da planta (Daguerre et al., 2014).

Além de C. rosea, ha uma diversidade de espécies no género isoladas de solos e outros
substratos naturais brasileiros, encontradas de forma mais abundante que C. rosea (Schroers,
2001; Abreu et al., 2014; Moreira et al, 2016). Silva et al. (2021), trabalhando com C.
chloroleuca, C. pseudochroleuca, C. rhizophaga, observou que isolados dessas outras espécies
também eram efetivos no controle da pinta-preta na batata ocasionada por Alternaria grandis.
Na busca por novos agentes de controle bioldgico para o manejo eficiente de fitopatdgenos
habitantes do solo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o biocontrole de tombamento, mediante
emergéncia das plantulas, por R. solani em plantulas de feijao e soja com isolados de diferentes
espécies de Clonostachys, através de bioensaios em casa de vegetacdo, como também em uma

area de plantio comercial de soja com histdrico desta doenca.

2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados na Unidade de Controle Biolégico (UCB) do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e em um campo
comercial de soja na safra 2020/21 (propriedade Santa Maria, Cambard - PR), com histérico de

doencas por patégenos habitantes do solo (Produtor Paulo Nunes, 2020, comunicacao pessoal).
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2.1. Obtencao dos fungos

A partir de amostras de solo, provenientes do campo comercial de soja no Parand, foram
obtidos dois isolados denominados UCBV 255 e UCBV 256 de Clonostachys chloroleuca
(identidades confirmadas pelo sequenciamento de acll, conforme descrito no item 2.1.1,
seguido da comparacdo com sequéncias de referéncia, usadas por Moreira et al., 2016). O
isolado UCBV 257 de Rhizoctonia solani (identidade confirmada pela caracterizagao
morfologica, Figura Suplementar 1A, 1B e 1C) foi obtido por meio de isolamento indireto de
plantas de soja com lesdes no colo também oriundas do campo comercial de soja. Esses
isolados foram adicionados a cole¢do de microrganismos da Unidade de Controle Biolégico da
Universidade Federal de Vigosa (UCBV).

Além do isolado UCBV 255 de C. chloroleuca (o isolado UCBV 256 nao foi
selecionado para os demais bioensaios), foram utilizados nove isolados de Clonostachys
pertencentes a cole¢do de microrganismos da UCBV, conforme citados na Tabela 1. Os isolados
de Clonostachys foram cultivados em meio de cultura aveia-agar (30 g de aveia e 20 g de 4dgar/L
de dgua destilada) e, apds seu crescimento, foram retirados dez discos de micélio e distribuidos
em sacos de polipropileno contendo 20 gramas de arroz parboilizado esterilizado e 18 mL de
dgua (previamente autoclavados a 121 °C durante 30 minutos e pressdo de 1 atm, por duas
vezes, num intervalo de 24 horas), e cultivados por um periodo de 10 dias a 25 °C sob
fotoperiodo de 12 horas luz.

Também foi adicionado aos bioensaios em casa de vegetacdo um tratamento com o
produto comercial Trichodermil® SC 1306, composto pelo fungo Trichoderma harzianum cepa

ESALQ-1306, registrado para o controle de Rhizoctonia solani.
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Tabela 1. Lista de isolados de Clonostachys spp. € Rhizoctonia solani usados nos bioensaios

em casa de vegetacao.

Cadigo Espécie Substrato Local
UCBV 05 C. pseudochroleuca Lychnophora pinaster Ingai, MG
UCBYV 07 C. chloroleuca Solo nativo do cerrado Montividiu, GO
UCBYV 35 C. byssicola Fragaria ananassa Bento

Goncgalves, RS
UCBV 38 C. rhizophaga Fusarium oxysporum Taquarituba, SP
UCBYV 44 Clonostachys sp. 1 Liteira [tumirim, MG
UCBV 52 Clonostachys sp. 2 Solo da Floresta Amazonica C(Eles?ii?iXM
UCBYV 98 C. candelabrum Liteira Itumirim, MG
UCBV 101 C. rogersoniana Solo sob Araucaria sp. Sao Paulo, SP
UCBYV 133 C. rosea Prunus persica Vigosa, MG
UCBYV 255 C. chloroleuca Solo cultivado com soja Cambara, PR
UCBV 257 R. solani Glycine max Cambara, PR

Estados Brasileiros: AM: Amazonas; GO: Goias; MG: Minas Gerais; PR: Parand; RS: Rio Grande do Sul; SP: Sdo

Paulo.

2.1.1. Extracao de DNA e PCR

Os isolados de Clonostachys spp. obtidos de amostras de solo da drea comercial de soja
do Parana foram cultivados em meio de cultura aveia-agar por 7 dias a 25 °C no escuro. Em
seguida, os micélios crescidos foram coletados e transferidos para microtubos de centrifugacao
estéreis de 1,5 mL contendo 3 beads de aco inoxiddvel para a maceracao dos micélios. Os
microtubos foram colocados em um disruptor mecanico de células L-Beader 3 (Loccus
Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil) ajustado em 4000 rpm, 2 ciclos de 15s cada. O DNA total foi
extraido utilizando o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Madison,WI, EUA),
seguindo as instrug¢des do fabricante.

A partir do DNA extraido, fragmentos de ATP citrato liase (acll) foram amplificados por
meio da reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) utilizando os primers

acl1-230up e acl1-1220low (Gréfenhan et al., 2011). Para a PCR, utilizou-se um volume total
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de 12,5 pL, onde cada reacdo continha: 6,25 pL. de Dream-Taq DNA polimerase (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA); 4 uL de agua ultrapura esterilizada; 1,25 pLL de BSA;
0,25 uL de DMSO; 0,25 pL de cada primer; e 0,25 uLL de DNA (30 ng/ul). A reacao de PCR
obedeceu as seguintes condi¢des: 94 °C por 5 min, 38 ciclos de 94 °C por 30 s, 58 °C de 30 s,
72 °C de 30 s e uma extensao final a 72 °C por 5 min.

Os produtos da PCR (4 pL de cada reacdo) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com GelRed ™ (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA) e visualizados sob luz
UV. Em sequéncia, o restante de cada reagdo foi tratado com kit de purificagdo ExoSAP-IT
(Amersham Biosciences, Arlington Heights, IL, EUA), de acordo com as recomendac¢des do
fabricante. Os fragmentos de DNA amplificados foram enviados para sequenciamento pela

empresa Macrogen Inc. (Seoul, South Korea, http://www.macrogen.com).

2.2. Teste de Patogenicidade

O isolado UCBV 257 foi cultivado em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e, apés a
colonizagdo na placa, dez discos de micélio obtidos da borda de uma placa foram retirados e
distribuidos em sacos de polipropileno contendo 20 gramas de arroz parboilizado esterilizado e
18 mL de agua (previamente autoclavados a 121 °C durante 30 minutos e pressao de 1 atm, por
duas vezes, num intervalo de 24 horas), incubados por 7 dias a 25°C. Para a realizac¢do do teste
de patogenicidade em plantas de feijao, o solo utilizado foi misturado com substrato comercial
na propor¢ao 1:1 (volume/volume) e acondicionados em copos pldsticos (capacidade de 250
mL); o solo foi infestado com graos de arroz colonizados por R. solani na propor¢do de um
grao por copo. O grio foi colocado na profundidade aproximada de 5 cm e coberto com o solo.
Logo, prosseguiu-se com a semeadura de duas sementes de feijao carioca (sementes comerciais
da marca Codil Alimentos LTDA) para cada vaso, na profundidade aproximada de 3 cm
(adaptado de Silva-Barreto et al. 2010). A avaliacdo foi realizada até o final do estddio
fenoldgico V3, e a patogenicidade foi confirmada pelo surgimento de sintomas de tombamentos
de pré-emergéncia de plantulas e podriddo, assim como lesdes no colo quando ocorreu a
emergéncia.

O tratamento controle foi composto por arroz parboilizado estéril. Cada tratamento tinha
um total de 10 copos (repeti¢des) e foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado,

em casa de vegetacdo com temperatura entre 25 + 5°C.


http://www.macrogen.com/
http://www.macrogen.com/
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2.3. Biocontrole de tombamento de plantulas de feijao e soja por Rhizoctonia solani

2.3.1. Métodos de aplicagdo com Clonostachys spp.

Trés métodos de aplicacdo de Clonostachys foram inicialmente testados no biocontrole
do tombamento causado por Rhizoctonia solani em plantulas de feijao carioca (0 mesmo
utilizado no teste de patogenicidade): tratamento de sementes, aplicacdo diretamente no solo e
por arroz colonizado. Em todos os casos, o patégeno foi incorporado ao solo como feito no teste
de patogenicidade (item 2.2.). Para este teste, foi utilizado apenas o isolado UCBV 07
(selecionada devido aos resultados obtidos em bioensaios anteriores) e os tratamentos controle
consistiram em plantas ndo inoculadas com R. solani e plantas inoculadas mas ndo tratadas com
Clonostachys spp., que receberam apenas aplicacdo de dgua destilada no mesmo volume dos
tratamentos descritos a seguir.

O tratamento de sementes foi realizado de duas maneiras, a primeira com uma solugdo
aquosa de sacarose a 0,5% (m/v), adicionada a uma suspensio filtrada e ajustada para 2 x 10’
conidios.mL! do isolado UCBV 07. Na segunda, o aditivo foi goma xantana a 0,2% (m/v). As
sementes de feijao foram submersas na suspensao por um periodo de 5 minutos sob agitacao
manual (100 gramas de sementes por aproximadamente 10 mL da suspensdo, todas sementes
foram cobertas com a suspensdo, sem que houvesse sobra do produto). Depois de secas em
temperatura ambiente, duas sementes foram semeadas em cada copo plédstico com capacidade
de 250 mL, contendo solo e substrato na propor¢ao 1:1 infestados com R. solani.

A aplicacdo de Clonostachys ao solo também foi realizada de duas formas: a primeira
através da incorporacdo de 2 graos de arroz colonizado pelo isolado de UCBV 07 em cada copo
plastico (250 mL). O segundo método consistiu na aplicagdo direta ao solo de 12,5 mL da
suspensdo de 2 x 107 conidios. mL™!' de Clonostachys em cada copo. Tanto o arroz colonizado
quanto a suspensdo de conidios foram incorporados ao solo no momento da semeadura. O
célculo para aplicacdo no solo foi baseado no volume de uma aplicagao a campo correspondente
auma calda de 600 L/ha, visto que grandes volumes de calda podem elucidar melhor a presenca
de biocontrole ou nio (Peng et al., 2010).

As avaliagoes foram realizadas até o final do estddio fenoldgico V3. Como parametro
de avaliacdo da doenca, foi determinada a incidéncia de tombamento pré-emergéncia e de
sintomas pés-emergentes, determinados conforme a presenca de lesdes marrom-avermelhadas

no colo da planta, auséncia das folhas cotiledonares (mas presenca das folhas verdadeiras, com
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atraso na formagdo) e plantulas de tamanho inferior as do tratamento controle; nido foi

observado presenca de tombamento pds-emergéncia.

2.3.2. Ensaios de biocontrole com diferentes espécies de Clonostachys

Os dois métodos de aplicacdo que apresentaram maior eficiéncia no controle do
tombamento ocasionado por R. solani (tratamento de sementes com goma xantana e aplica¢ao
direta no solo) foram adotados como metodologia padrio para o bioensaio com todas as
espécies descritas na tabela 1. Um tratamento com o produto comercial Trichodermil® SC 1306
também foi adicionado na concentragdo de conidios recomendada pelo fabricante (12,5 mL do
produto aplicados diretamente ao solo); os bioensaios foram realizados com sementes de feijao
carioca (sementes comerciais da marca Codil Alimentos LTDA) e soja das cultivares NS 5959
IPRO e TMG 7063 IPRO.

Todos os ensaios foram realizados duas vezes em casa de vegetacao e seus tratamentos
tinham um total de 10 repeti¢des dispostas em delineamento inteiramente casualizado, no
esquema fatorial 13x2x2, 13 tratamentos contendo dois controles, um tratamento com o produto
comercial e dez tratamentos com Clonostachys spp. aplicados nas culturas soja e feijao e
comparados pelos dois métodos de aplicacdo. Na segunda repeti¢ao utilizou-se um datalogger,
sendo possivel atribuir ao bioensaio os seguintes dados: temperatura média de 20,6 °C, méxima
de 34,9 °C e minima de 14,2 °C variando a umidade relativa entre 40,6 e 74,3%, com média de

64 %.

2.3.3. Frequéncia de Clonostachys nas raizes de soja e feijao

Ao final de cada avaliacdo dos bioensaios com soja e feijado descritos anteriormente
(com excegdo dos testes preliminares), as raizes dos tratamentos aplicados diretamente ao solo
foram retiradas, lavadas em &gua corrente e posteriormente com 4gua destilada estéril mais
Tween 80 (0,05%) com auxilio do vortex, para analisar se houve colonizac¢do superficial na raiz
das espécies de Clonostachys. Na segunda repeticdo, além da lavagem, realizou-se a
desinfestac@o superficial nas raizes (30 segundos em dlcool 70%, 3 minutos em hipoclorito de
s6dio 1% e duas lavagens com dgua destilada estéril) para avaliar a colonizacdo endofitica de

Clonostachys spp. Nos dois processos, apos as lavagens e/ou desinfestagcdo, foram retirados 10



30

fragmentos de raizes secas e distribuidos em placas de Petri contendo duas camadas de papéis
estéreis umedecidos com 3 mL de dgua destilada estéril, incubadas em camara BOD a 25°C por
um periodo de 10 dias (ao 5° dia, era adicionado mais 3 mL de dgua destilada estéril).

A avaliagdo da frequéncia foi realizada com auxilio de um microscépio de dissecagao,
através da observacdo da presenca estruturas caracteristicas dos isolados de Clonostachys,
como: abundante producdo de massas de conidios (coloracdo branca, rosa ou verde) e

observagdo de conidiéforos penicilados e/ou verticilados sobre cada fragmento de raiz.

2.4. Ensaio de Biocontrole em Campo Comercial de Soja

2.4.1. Produgdo massal de Clonostachys

Trés espécies de Clonostachys, representadas por dois isolados cada, foram utilizadas
nos ensaios: C. chloroleuca (isolados UCBV 07 e 17), C. rhizophaga (isolados UCBV 06 e 38)
e C. rosea (isolados UCBV 10 e 133).

Os isolados foram cultivados em meio de cultura aveia-agar e 10 discos de 5 mm foram
transferidos para grios de arroz (250 gramas) umedecidos com 212,5 mL de dgua destilada
acondicionados em sacos polipropileno, previamente esterilizados. Apds cultivo inicial, por
aproximadamente 3 dias em temperatura ambiente sob fotoperiodo de 12 horas luz, o arroz
colonizado foi transferido para bandejas (33 x 24 cm) estéreis fechadas com papel kraft
esterilizado, para maior circulagdo de ar e teve seu cultivo continuado por aproximadamente 7
dias, de modo a alcancar a completa colonizac@o do arroz. As bandejas foram acondicionadas
em estufa de circulacdo forcada de ar para desidratacdo a 25 + 3°C por 72 horas. A biomassa
seca de cada isolado foi triturada e peneirada (100 mesh), para posterior armazenamento em

sacos plasticos na camara fria (4°C).

2.4.2. Viabilidade dos conidios

O produto de cada isolado armazenado em camara fria a 4°C foi avaliado no periodo de
6 meses, em intervalos de 30 dias. Para analisar a viabilidade, 10g do produto e 90g de solu¢ao

salina estéril + Tween 80 a 0,1% (diluicdo 10™") foram colocados em agitador orbital por 60
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minutos a 120 rpm. Apoés a agitagdo, as amostras foram acondicionadas em banho de ultrassom
por 5 minutos e submetidas a diluicdes seriadas; 15 pL dos produtos das diluicdes 107 e 10™
foram depositados em cinco pontos previamente demarcados em duas placas de Petri contendo
meio BDA, que foram incubadas em temperatura de 25 + 2 °C no escuro por um periodo
suficiente para germinacdo de cada isolado. O nimero de conidios germinados (presenga do
tubo germinativo com tamanho igual ou superior ao comprimento do conidio) e ndo germinados
foi contabilizado nos cinco pontos determinados. Foram considerados 100 conidios em cada

ponto e determinada a porcentagem média de conidios germinados e ndo germinados.

2.4.3. Aplicagdo no campo

A aplicagdo de cada tratamento foi realizada no sulco da semeadura, onde os produtos
triturados dos dois isolados de Clonostachys de cada espécie foram misturados no momento da
aplicacdo, ou seja, cada tratamento foi composto pela combinacdo dos isolados pertencentes a
mesma espécie de Clonostachys (metodologia proposta em bioensaios anteriores com
resultados promissores), a concentracdo usada foi de 1x10” conidios. mL'. Em todos os
tratamentos, houve a adi¢cdo de Tween 80 (0,1%) e, em metade deles foi adicionado o
fertilizante Pick Up Moss ® fabricado pela empresa Ballagro (2,2% N ; 7,5% COT ; 1,7%
P20s ; 1,7% K20 ; 2,7% Cu ; 11% Mn ; 4,7% Zn), na dose recomendada de 200 mL ha™!, com
o intuito de avaliar o efeito conjunto com o agente de biocontrole. O experimento foi composto
por oito tratamentos (Tabela 2), e cada tratamento foi aplicado em 4 parcelas de 15 m? (3m x
5m), em delineamento em blocos ao acaso (DBC); correspondendo a uma 4rea total de 60 m?
por tratamento. Em cada parcela, foram semeadas 300 sementes de soja da cultivar TMG 7062
IPRO com tratamento de sementes Standak® Top (10 sementes por metro linear, cada parcela
era composta por 6 linhas), com um espacamento de 10 cm entre planta e 45 cm entre linhas.
As bordaduras de cada parcela foram desconsideradas na avaliacdo.

As aplicagdes foram realizadas logo apds a semeadura, com o auxilio de um
pulverizador costal pressurizado por CO», pressio de 32 Ib pol ou 2,20 Bar e velocidade de
deslocamento de 1 m s™!, com taxa de aplicacdo de 200 L ha™!, por meio de uma ponta tipo leque

simples 11002-BD e peneira malha 50.


https://agriculture.basf.com/br/pt/protecao-de-cultivos-e-sementes/produtos/standak-top.html
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Tabela 2. Descricdo dos tratamentos para o teste em area comercial.

Tratamentos Composicao!
T1 Testemunha
T2 Pick Up Moss ®
T3 Clonostachys rhizophaga (UCBV 06 + 38)
T4 C. chloroleuca (UCBV 07 + 17)
T5 C. rosea (UCBV 10 + 133)
T6 C. rhizophaga (UCBV 06 + 38) + Pick Up Moss ®
T7 C. chloroleuca (UCBV 07 + 17) + Pick Up Moss ®
T8 C. rosea (UCBV 10 + 133) + Pick Up Moss ®

'As doses correspondentes a cada tratamento foram: T1 — 2L de 4gua; T2 — 1mL
de Pick Up Moss® diluidos em 2L de dgua; T3, T4 e TS5 — concentragdo 1x107
conidios. mL"! em 2L de dgua e T6, T7 e T8 — concentragio 1x107 conidios. mL"!

e 1mL de Pick Up Moss® diluido em 2L de 4gua.

2.4.4. Avaliacdo de doencgas e produtividade

As avaliagdes foram divididas em duas etapas. Inicialmente, foram realizadas duas
avaliacdes com intervalo de 30 dias, baseadas no nimero de plantas emergidas nas 4 linhas
centrais, desconsiderando a bordadura (drea util). Ao final da safra, a produtividade foi

contabilizada nas duas linhas centrais de cada parcela, transformando os dados para kg ha™..

2.4.5. Andlise quimica e bioldgica do solo

As amostras de solo foram coletadas conforme descrito por Ghini, Freitas e Oliveira
(2006) para analise quimica e biologica. Uma amostra composta (7 repeti¢des/subamostras) foi
coletada entre 0 a 10 cm do solo, no momento anterior a aplicagdo. A andlise quimica foi
realizada pelo Laboratdrio de Andlises de Solo da Universidade Estadual do Norte do Parana.
Com o intuito de determinar a comunidade fungica fitopatogénica presente no solo, foram
realizados trés métodos de deteccao: filtragem e lavagem de solo, método de iscas, conforme

descrito por Pfenning e Abreu (2006), e isolamento indireto através de plantulas sintomaticas.
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Para o método de filtragem e lavagem de solo, 10 gramas de cada subamostra do solo
foram transferidos para Erlenmeyers contendo 100 mL de 4gua destilada, os quais foram
submetidos a agita¢do por 5 minutos a 180 rpm; apds a decantag@o do solo, o sobrenadante foi
descartado e o processo repetido por mais duas vezes. Posteriormente, as subamostras foram
transferidas para um conjunto de peneiras com os diametros de abertura de 0,7 mm, 0,5 mm e
0,2 mm, filtradas e lavadas com um jato de dgua destilada por um minuto. A amostra contida
na peneira de menor abertura foi coletada e depositada em papel filtro estéril dentro do fluxo
laminar para secagem. Cinco particulas do solo foram transferidas para placa de Petri, sendo 5
placas para cada subamostra, contendo o meio de cultura semisseletivo de KHMP para fungos
habitantes do solo (1g KH2PO4; 0,5¢ MgS04.7H>0; 0,5g KCI; 0,01g FeS04.7H20; 0,20g
NaNOg; 0,05¢g cloranfenicol, 20g agar; 940 mL agua destilada) adaptado de Bueno, Ambrdsio
e Souza (2007). As placas foram incubadas em camara BOD a 25 + 2 °C, por um periodo de
sete dias sob fotoperiodo de 12 horas luz.

O método de iscas consistiu em semear 2 sementes de soja e beterraba (desinfestadas
superficialmente, um minuto em dlcool 70%, trés minutos em hipoclorito de s6dio 1% e duas
lavagens com dgua destilada estéril) no solo amostrado, em 4 repeticdes de cada subamostra.
Ap6s dois dias em contato com o solo, as sementes foram retiradas e depositadas em meio de
cultura semisseletivo de KHMP, acondicionadas em camara BOD a 25 + 2 °C por um periodo
de sete dias.

Por fim, as subamostras do solo também foram utilizadas como substrato para semear 2
sementes de feijao desinfestadas (um minuto em édlcool 70%, trés minutos em hipoclorito de
sodio 1% e duas lavagens com 4gua destilada estéril), colocadas em casa de vegetagdo com
temperatura a 25 + 2 °C. Apds a emergéncia das plantulas, foram selecionadas aquelas com
tecidos necroéticos e esses foram desinfestados e depositados em meio de cultura semisseletivo
de KHMP, acondicionadas em cdmara BOD a 25 + 2 °C, por um periodo de sete dias.

A identificacdo dos géneros de fungos isolados das subamostras de solo foi realizada
conforme visualizagdo de estruturas caracteristicas com o auxilio de um microscépio de

dissecacdo e microscopio Optico.
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2.5. Analises Estatisticas

Biocontrole de tombamento de plintulas de feijao e soja por Rhizoctonia solani

Para avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre a emergéncia das plantulas, os dados
foram analisados utilizando um modelo linear generalizado em regressdo logistica da familia
binomial. Esse tipo de modelo foi escolhido devido a natureza da varidvel resposta (emergéncia
de plantulas) ser binomial: emergéncia ou nao emergéncia da plantula e, posteriormente,
emergéncia de plantulas sintomdticas ou ndo sintomdticas. Os tratamentos e tipo de aplicacdo
foram utilizados como varidveis independentes em estrutura de interacdo. O modelo foi
ajustado utilizando a fun¢do gim() do software R (R core team 2019). Comparacdes post-hoc
foram realizadas através do teste de Tukey com significancia de 5% de probabilidade (P<0.05).
As fungoes ‘emmeans()’ e ‘cld()’ dos pacotes emmeans (Russell, 2019) e multcomp (Hothorn,

2008) foram utilizadas, respectivamente.
Bioensaio em campo comercial

Os dados do bioensaio foram submetidos ao teste de Bartlett para verificar a
homocedasticidade das variancias, de modo que as premissas da ANOVA fossem atendidas.
Ap0s serem atendidas as premissas, os dados foram ajustados ao modelo linear e para isso,
utilizou-se a fun¢do ‘/m’ do pacote do R Ime4 (Bates et al., 2015). Para comparagdo entre os

tratamentos, os dados foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0.05),

utilizando-se a fungdo ‘emmeans’ e ‘cld > dos pacotes do R emmeans e multicomp.

3. Resultados

3.1. Biocontrole de tombamento de plantulas por Rhizoctonia solani em casa de vegetacao

3.1.1 Comparagao entre os métodos de aplicagdo com Clonostachys spp.
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A patogenicidade do isolado de R. solani foi confirmada no teste de patogenicidade. O
tratamento controle (sem inéculo do patégeno) teve emergéncia de 90% das plantulas, enquanto
o tratamento com o indculo do patégeno teve emergéncia de 15%.

No bioensaio preliminar, composto por trés métodos de aplicacao do isolado UCBV 07,
o tratamento de sementes com goma xantana e a aplicacio no solo aumentaram a porcentagem
de emergéncia das plantulas de feijao quando comparados ao solo infestado por R. solani e aos
demais tratamentos (dados ndo mostrados). Portanto, os dois métodos foram utilizados com os
isolados de todas as espécies de Clonostachys listados na Tabela 1 nos ensaios de biocontrole
de R. solani, nas culturas do feijao e da soja em casa de vegetacao.

Na comparacao entre os dois métodos de aplicacdo de Clonostachys, a porcentagem de
emergéncia das plantulas foi superior nos tratamentos aplicados no solo quando comparados ao
tratamento de sementes (Tabelas 3 e 4). No feijao, trés tratamentos aplicados no solo tiveram
resultados significativamente superiores ao tratamento de sementes, € apenas um tratamento
teve resultado contrario. Ainda, trés tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre o0s
métodos, resultando em porcentagem de emergéncia superiores a 30%, em contraste com 7,5%
de plantulas emergidas no solo infestado de R. solani. Na soja, sete tratamentos aplicados no
solo tiveram resultados significativamente superiores ao tratamento de sementes e em nenhum
dos isolados o tratamento de sementes foi superior a aplicag@o no solo.

Em virtude dos resultados obtidos na comparacdo dos métodos de aplicacio, os dados
mostrados posteriormente sao apenas os obtidos pelo método de aplicagc@o no solo. Os dados
brutos correspondentes ao tratamento de sementes podem ser conferidos nas Figuras

Suplementares 2 e 3.
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Tabela 3. Comparacdo da emergéncia das plantulas de feijao com aplicacao de Clonostachys

spp. no solo e no tratamento de sementes para o biocontrole de Rhizoctonia solani.

% Emergéncia®

Tratamento! AS E.P2 TS E.P PP
Testemunha 57,5 0,0782 57,5 0,0782 -
Rhizoctonia 7,5 0,0416 7,5 0,0416 -

Pick Up Moss® 22,5 0,0660 22,5 0,0660 -
UCBV 05 37.5 0,0765 32.5 0,0741 -
UCBV 07 35 0,0754 40 0,0775 -
UCBYV 35 42.5 0,0782 42.5 0,0782 -
UCBV 38 57.5 0,0782 25 0,0685 *
UCBV 44 7,5 0,0416 5,0 0,0345 -
UCBV 52 17.5 0,0601 10 0,0474 -
UCBV 98 5,0 0,0345 17,5 0,0601 -
UCBV 101 0 1,47 €® 22,5 0,0660 *
UCBYV 133 35 0,0754 15 0,0565 *
UCBYV 255 40 0,0775 5 0,0345 *

aMédia dos dois bioensaios; bPresenga de * indica diferenca significativa entre os métodos de aplicac¢do na anélise
estatistica pelo Teste de Tukey (p<0.05); AS: Aplicag@o no Solo; TS: Tratamento de Sementes; 2E.P: Erro Padrao.
ITestesmunha: solo ndo inoculado com Rhizoctonia solani e ndo tratado com Clonostachys spp.; Rhizoctonia: solo
inoculado com R. solani mas ndo tratado com Clonostachus; Tratamentos UCBV quando ocorria AS: uma
suspengio de 2 x 107 conidios.mL no volume de 12,5 mL por copo era distribuida no solo e TS: 10 mL da solugio
contendo goma xantana 0,2% (v/m) adicionada a uma suspenséo de 2 x 107 conidios.mL era utilizada para cada
100 gramas de sementes.
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Tabela 4. Comparacdo da emergéncia das plantulas de soja com aplicacdo de Clonostachys

spp. no solo e no tratamento de sementes para o biocontrole de Rhizoctonia solani.

% Emergéncia®

Tratamento! AS E.P2 TS E.P PP
Testemunha 75,0 0,0685 75,0 0,0685 -
Rhizoctonia 7,5 0,0416 7,5 0,0416 -

Pick Up Moss® 20,5 0,0632 20,5 0,0632 -
UCBV 05 5,0 0,0345 5,0 0,0345 -
UCBV 07 37,5 0,0765 22,5 0,0660 -
UCBV 35 27,5 0,0706 20,0 0,0632 -
UCBYV 38 22,5 0,0660 7,5 0,0632 *
UCBYV 44 25,0 0,0685 0 1,47 e® *
UCBV 52 37,5 0,0765 2,5 0,0247 *
UCBV 98 60 0,0775 0 1,47 e® *

UCBV 101 60 0,0775 0 1,47 e® *
UCBV 133 27,5 0,0706 2,5 0,0247 *
UCBYV 255 47,5 0,0790 10,3 0,0486 *

aMédia dos dois bioensaios; bPresenga de * indica diferenca significativa entre os métodos de aplicag@o na andlise
estatistica pelo Teste de Tukey (p<0.05); AS: Aplicag@o no Solo; TS: Tratamento de Sementes; 2E.P: Erro Padrao.
ITestesmunha: solo ndo inoculado com Rhizoctonia solani e ndo tratado com Clonostachys spp.; Rhizoctonia: solo
inoculado com R. solani mas ndo tratado com Clonostachus; Tratamentos UCBV quando ocorria AS: uma
suspengio de 2 x 107 conidios.mL no volume de 12,5 mL por copo era distribuida no solo e TS: 10 mL da solugio
contendo goma xantana 0,2% (v/m) adicionada a uma suspensio de 2 x 107 conidios.mL era utilizada para cada
100 gramas de sementes.

3.1.2. Efeito de Clonostachys spp. aplicado no solo no biocontrole de R. solani

A emergéncia de plantulas de feijao no solo infestado com R. solani é apresentada na
Figura 1 (os valores sdo descritos na Tabela Suplementar 1). Na primeira repeticdo do ensaio,
sete dentre os 10 tratamentos contendo as diferentes espécies de Clonostachys tiveram valores

intermediarios entre os tratamentos: Rhizoctonia (solo infestado de R. solani) e Testemunha



38

(ndo inoculado com R. solani), e apresentaram variagdo na porcentagem de emergéncia entre
15 (UCBV 35 e 52) e 60% (UCBV 38). Apenas trés tratamentos ndo diferiram estatisticamente
do tratamento Rhizoctonia (5% de emergéncia), sendo eles: UCBV 44, UCBV 98 e UCBV 101.
Na segunda repeti¢do, a maioria dos tratamentos mantém-se nos mesmos grupos, exceto o
produto comercial (Pick Up Moss®), que foi estatisticamente igual ao tratamento Rhizoctonia
(10% de emergéncia), e o tratamento UCBV 35 (70% de emergéncia), que foi superior a
Testemunha, este com apenas 45% de emergéncia. Os demais tratamentos se agruparam entre
Rhizoctonia e UCBV 35. A varia¢do na porcentagem de emergéncia na segunda repeticao foi
de 20 e 70%.

Ainda, a Figura 1 mostra a probabilidade de plantulas com sintomas caracteristicos do
ataque de R. solani, em relacdo ao total de plantulas emergentes. Exemplificando, no tratamento
com o isolado UCBV 38, no primeiro ensaio: de 100 sementes de feijao semeadas no solo
infestado por R. solani, 60 plantulas irdo emergir, destas, 30 apresentam sintomas (azul claro

na figura 1) pds-emergéncia, como ma-formacgdo da plantula e lesdes marrom-avermelhadas no

colo.
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Figura 1. Emergéncia de plantulas de feijao e probabilidade de emergéncia de plantulas com
sintomas ocasionados por Rhizoctonia solani, ap6s a aplicacdo de Clonostachys spp. no solo.

Tratamentos acompanhados de letras mindsculas iguais, coluna azul, ndo diferem
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estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0.05), e tratamentos acompanhados de letras

maiusculas iguais, coluna vermelha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo mesmo teste.

Nos ensaios conduzidos com plantulas de soja, também foram observadas varia¢des no
efeito dos tratamentos entre as duas repeticdes, com resultados melhores de biocontrole na
segunda repeticao (Figura 2, Tabela Suplementar 2). Na primeira repeticdo, quatro tratamentos
tiveram valores intermedidrios entre os tratamentos: Rhizoctonia (0% de emergéncia) e
Testemunha (75% de emergéncia), com valores de emergéncia entre 25 e 45%. Na segunda
repeticdo, um tratamento ndo teve diferenca estatistica de Rhizoctonia (15% de emergéncia);
oito tratamentos ficaram entre Rhizoctonia e o tratamento UCBV 255 (80% de emergéncia),
correspondendo aos valores de emergéncia entre 20 e 60%; dois tratamentos, incluindo a
Testemunha (75% de emergéncia), foram agrupados com o tratamento UCBV 255 (80% de
emergéncia).

A frequéncia de emergéncia de plantulas sintométicas na soja foi menor do que o
observado para o feijao. Os melhores tratamentos para a soja, com valores superiores a 50% de
emergéncia, resultaram em valores entre 0 e 25% da probabilidade de emergéncia de plantulas

sintomaticas; no feijao, essa variacdo ficou entre 10 e 50 % de probabilidade.
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Figura 2. Emergéncia de plantulas de feijao e probabilidade de emergéncia de plantulas com

sintomas ocasionados por Rhizoctonia solani, apés a aplicacdo de Clonostachys spp. no solo.
Tratamentos acompanhados de letras mindsculas iguais, coluna azul, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0.05), e tratamentos acompanhados de letras

maidsculas iguais, coluna vermelha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo mesmo teste.

Em decorréncia da variagdao na porcentagem de emergéncia das plantulas submetidas
aos mesmos tratamentos entre as duas repeticdes do bioensaio, os isolados de Clonostachys
podem ser agrupados em: i) isolados que foram efetivos no biocontrole nas duas repeti¢des do
bioensaio; ii) isolados que foram efetivos no biocontrole apenas em uma das repeticdes do

bioensaio; iii) e isolados que nao foram efetivos (Tabela 5).
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Tabela 5. Classificacdo dos isolados de Clonostachys spp. conforme a atividade de biocontrole

nos ensaios em casas de vegetacdo com as culturas do feijao e da soja.

Culturas
Agrupamento®

Feijao Soja
i UCBYV 05, 38 ¢ 133 UCBV 98 e 101
. UCBV 07, 35,255 e Pick Up UCBV 07, 35, 38,44,52, 133 ¢
ii

Moss® 255
iii UCBYV 44, 52,98 ¢ 101 UCBYV 05 e Pick Up Moss®

*1: isolados que foram efetivos no biocontrole nas duas repeti¢des do bioensaio; ii: isolados que foram efetivos no
biocontrole apenas em uma das repeticdes do bioensaio; iii: isolados que ndo foram efetivos.

Com base em todos os resultados expostos até aqui, € possivel visualizar os efeitos dos
isolados de Clonostachys entre as culturas do feijao e da soja em cada repeticao do bioensaio.
Assim, tem-se que os isolados UCBV 07, UCBV 35, UCBV 38, UCBV 133 e UCBV 255 de
Clonostachys demonstraram efeito de biocontrole de R. solani em pelo menos uma das
repeticoes dos bioensaios tanto no feijdo como na soja. No entanto, alguns isolados
promoveram aumento da emergéncia das plantulas em apenas uma cultura, mas na outra, esse
resultado foi estatisticamente igual ao tratamento Rhizoctonia. Assim temos, o isolado UCBV
05, com efeito no biocontrole de R. solani na cultura do feijao, mas sem efeito na cultura da
soja, e os isolados UCBV 98 e UCBV 101, com efeitos no biocontrole de R. solani na cultura

da soja mas sem efeito na cultura do feijdo.

3.1.3. Frequéncia de Clonostachys spp. nas raizes

A frequéncia de Clonostachys spp. observada no rizoplano de plantas de feijao e soja
na primeira repeti¢do do bioensaio dos tratamentos aplicados no solo, variou entre 10 e 75% no
feijao e 0 e 95% na soja. Considerando o valor arbitrédrio de frequéncia igual ou maior que 40%
nas raizes nao desinfestadas, tem-se que de dez isolados de Clonostachys, cinco foram bons
colonizadores na rizosfera do feijdo e quatro na soja, sendo mais rizocompetentes que os demais
(Figura 3 e 4). Os isolados UCBV 07, UCBV 38 e UCBV 255 estdo entre os mais
rizocompetentes em ambas as culturas, apesar do UCBV (07 ser estatisticamente superior na
soja. J4 o isolado UCBV 05 esta entre os isolados mais rizocompetentes no feijao e, na soja, é

o isolado menos rizocompetente.
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Na avaliacdo realizada ap6s desinfestacdo superficial nas raizes, na segunda repeticao
do bioensaio, os valores de incidéncia ndo passaram de 35%. Nas raizes de feijao, cinco isolados
ndo foram detectados e na soja, apenas um. No feijado, UCBV 38 foi o isolado detectado com
maior incidéncia (35%), enquanto na soja, este foi o tnico isolado nio detectado. O mesmo
ocorreu aos isolados UCBV 35 e UCBV 101, com maior incidéncia nas raizes de soja, mas com
baixa incidéncia ou nio detectados no feijao.

Devido as variacdes de efeito dos tratamentos entre a primeira e segunda repeticao dos
ensaios de biocontrole do item anterior, uma correlacdo desses resultados com a
rizocompeténcia se torna dificil, ainda mais considerando que os métodos de tratamento das
amostras de raiz foram diferentes nas duas execucdes. Mas € notério que o isolado UCBV 05,
além de ser o menos rizocompetente na soja, também ndo teve efeito no biocontrole nessa
cultura, e os isolados UCBV 44, 52, 98 e 101, que foram os menos rizocompetentes no feijao,
tiveram pouco ou nenhum efeito no biocontrole nessa cultura.

Durante a segunda repeticdo do ensaio, foi possivel observar o micoparasitismo nas
hifas e nos esclerddios de R. solani pelos isolados UCBV 07 (C. chloroleuca) e UCBV 38 (C.

rhizophaga) nas raizes de soja (Figura Suplementar 4).
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Figura 3. Frequéncia de Clonostachys spp. em raizes de feijao processadas sem ou com
desinfestacdo superficial, ao final da primeira e segunda execu¢do do ensaio de biocontrole,
respectivamente. Tratamentos acompanhados de letras mindsculas iguais, coluna azul, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0.05), e tratamentos acompanhados
de letras maiusculas iguais, coluna vermelha, nao diferem estatisticamente entre si pelo mesmo

teste.
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Figura 4. Frequéncia de Clonostachys spp. em raizes de soja processadas sem ou com
desinfestacdo superficial, ao final da primeira e segunda execucao do ensaio de biocontrole,
respectivamente. Tratamentos acompanhados de letras mindsculas iguais, coluna azul, ndo
diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0.05), e tratamentos acompanhados
de letras maiusculas iguais, coluna vermelha, nao diferem estatisticamente entre si pelo mesmo

teste.
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3.2. Bioensaio em campo comercial

3.2.1. Avaliagado de doengas e produtividade

O bioensaio na drea comercial do municipio de Cambaréd/PR foi iniciado no dia 15 de
novembro. Devido as condicdes climdticas atipicas do estado nessa época, como baixa
incidéncia de chuva e altas temperaturas na regido (Figura Suplementar 5 e 6), a semeadura,
que era prevista para o inicio do més de setembro, foi atrasada em aproximadamente 45 dias.
Ap6s a emergéncia, foram observadas poucas plantulas tombadas e com anelamento no colo
(uma a trés plantulas por parcela), de forma esporddica nos tratamentos, ao contrario do que €
relatado para drea nas safras anteriores. Acredita-se que a menor incidéncia de tombamentos
seja devida as condi¢des climaticas j4 relatadas.

Diante deste cendrio, as avaliagdes de incidéncia de tombamento ocasionado por
fitopatdgenos habitantes do solo ndo foram realizadas. A emergéncia das plantulas foi
contabilizada em cada linha da drea util. Se a emergéncia das plantulas fosse igual a 100%,
seriam contabilizadas 48 plantas/linha, pois foram semeadas 12 sementes/metro e cada linha
tinha 4 metros (desconsiderando 0,50 m de ambos os lados da linha). Os tratamentos, ao final
da segunda avaliacdo, tinham entre 31 e 34 plantas/linha, correspondendo a 65 - 71% de
emergéncia, nao havendo diferencas estatisticas significativas entre estes (Tabela Suplementar
1). A maioria dos tratamentos teve pelo menos uma parcela com mais de 40 plantas por linha
(Figura 5).

Em relacdo a produtividade, a producdo estimada das parcelas dos tratamentos variou,
mas sem diferencas estatisticas significativas entre as médias (Figura 6). Nos tratamentos
aplicados com Pick Up Moss® (T2, T6 e T7), a produgdo foi maior que 5.000 kg ha™! em
algumas parcelas. O tratamento apenas com Pick Up Moss® resultou na maior média de
produgao por hectare (4.341 kg ha'), que corresponde a um valor estimado de 73 sacas ha’,

enquanto na testemunha, o valor médio foi de 68 sacas ha™! (4.026kg ha!) (Tabela suplementar

0.
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Figura 5. Boxplots da emergéncia de plantulas de soja na drea comercial em Cambarad-PR apds
duas avalicOes realizadas com intervalo de 30 dias, com a aplicacdo de Clonostachys spp. €
Moss®. * Os resultados nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0.05).
Tratamentos: T1 — Testemunha; T2 — Pick Up Moss ®; T3 — Clonostachys rhizophaga (UCBV
06 + 38); T4 — C. chloroleuca (UCBV 07 + 17); T5 — C. rosea (UCBV 10 + 133); T6 — C.
rhizophaga (UCBV 06 + 38) + Pick Up Moss ®; T7 — C. chloroleuca (UCBV 07 + 17) + Pick
Up Moss ® e T8: C. rosea (UCBV 10 + 133) + Pick Up Moss ®.
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Figura 6. Médias (pontos sélidos) e intervalos de confianga de 95% (linhas verticais) da
producdo estimada da safra 2020/2021, na area comercial de soja, Cambarid-PR, em parcelas
tratadas com Clonostachys spp. e Pick Up Moss®.

Tratamentos: T1 — Testemunha; T2 — Pick Up Moss ®; T3 — Clonostachys rhizophaga (UCBV
06 + 38); T4 — C. chloroleuca (UCBV 07 + 17); T5 — C. rosea (UCBV 10 + 133); T6 — C.
rhizophaga (UCBV 06 + 38) + Pick Up Moss ®; T7 — C. chloroleuca (UCBV 07 + 17) + Pick
Up Moss ® e T8: C. rosea (UCBV 10 + 133) + Pick Up Moss ®.

3.2.2. Analise do solo

A andlise quimica determinou que a matéria organica presente no solo estava em baixo
nivel para um solo classificado como muito argiloso (Tabela Suplementar 2). Quanto as demais
variaveis analisadas, com excecdo do aluminio, os niveis estavam altos/ndo prejudiciais,
conforme a recomendacao descrita na andlise.

O levantamento dos fungos presentes nas subamostras de solo permitiu a identificacao
de 13 géneros, como descrito na Tabela 10. Os fungos com maior frequéncia foram dos géneros
Fusarium e Trichoderma. Os fungos Clonostachys, Epicoccum e Mucor t€ém menor frequéncia,
mas foram detectados nos trés métodos utilizados. Os fungos detectados podem ser
classificados em: potenciais fitopatdgenos (Alternaria, Fusarium, Lasiodiplodia,
Macrophomina, Rhizoctonia), saprofitos (Absidia, Aspergillus, Epicoccum, Fusarium, Mucor,
Nigrospora) e ainda, possiveis micoparasitas (Trichoderma, Clonostachys) (Tabela 10). Alguns

dos possiveis micoparasitas foram isolados e adicionados a cole¢do micoldgica da Unidade de
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Controle Bioldgico. Ao total, foram obtidos dois isolados de Trichoderma e cinco de
Clonostachys; dois isolados de Clonostachys foram identificados como C. chloroleuca
(identidades confirmadas pelo sequenciamento de acll, conforme descrito no item 2.1.1,
seguido da comparagdo com sequéncias de referéncia, usadas por Moreira et al., 2016). Um
isolado de cada um desses dois géneros foi utilizado nos ensaios de biocontrole em casa de
vegetacdo; o efeito do isolado de C. chloroleuca (identificado UCBV 255) foi visto no item 3.1,
jé4 o tratamento com o isolado de Trichoderma resultou em baixa emergéncia de plantulas de
feijdo e soja em solo infestado com Rhizoctonia solani (dados ndo mostrados).

A diversidade de géneros de fitonematoides também foi avaliada, de forma qualitativa,
e foram encontrados os seguintes géneros: Aphelenchoides, Aphelenchus, Scutellonema,

Helicotylenchus, Meloidogyne, Rotylenchulus e Tylenchus.

Tabela 6. Frequéncia de fungos nas subamostras de solo da propriedade comercial de soja,

Cambara-PR.

Métodos de Deteccio
Género
Lavagem do solo Isca Isolamento indireto
Absidia +++ - -
Alternaria -1 + -
Aspergillus +2 - -
Clonostachys + + +
Epicoccum + ++ ++
Fusarium +43 +++ +++
Lasiodiplodia + - -
Macrophomina + - +
Mucor + + ++
Nigrospora + - -
Rhizoctonia + + -
Scopulariopsis + - -
Trichoderma +++ + +++

L. auséncia do género na amostra; 2+ presenca do género entre 1-25% das repeticdes; 3++ presenca do género entre

26-50%; “+++ presenga do género >50%.
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3.2.3. Viabilidade dos conidios

A avaliagdo da viabilidade de conidios dos isolados de Clonostachys selecionados para
o bioensaio na drea comercial de soja, feita mensalmente durante seis meses, mostrou que as
duplas de isolados da mesma espécie de Clonostachys tiveram um comportamento semelhante.
Nao houve perda total da viabilidade dos conidios durante o periodo avaliado, mas redugdes
drésticas nas contagens entre o segundo e o terceiro més de avaliagdo. Os valores finais de
germinacdo de cinco dos seis isolados testados ficaram abaixo de 30%.

Na Figura 7, observa-se que a viabilidade dos conidios dos isolados UCBV 06 e 38 (C.
rhizophaga) decresceu de forma gradual ao longo dos meses de avaliacdo; ao final da avaliagao,
os conidios do isolado UCBYV 06 tinham 20% de viabilidade e os do isolado UCBV 38, 43% de
viabilidade. A viabilidade dos conidios dos isolados UCBV 07 e 17 (C. chloroleuca) teve uma
reducdo gradual até o terceiro més, posteriormente, os valores se mantiveram proximos a 30%
e 16% de viabilidade, respectivamente. Enquanto os conidios dos isolados UCBV 10 e 133 (C.
rosea) tiveram uma drastica reducio na sua viabilidade ja no segundo més de avaliacdo e a
partir de entdo se estabilizaram em valores de viabilidade de 19 a 17 %, respectivamente.

Estatisticamente, ao longo dos seis meses, houve perda significativa de viabilidade dos
isolados UCBV 133 e 38 em relagcdo aos demais isolados. Avaliando-se o comportamento de
viabilidade dentro dos meses, apenas o isolado UCBV 38 apresentou diferenca significativa,

mantendo-se vidvel por mais tempo.
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Figura 7. Viabilidade de conidios dos isolados de Clonostachys spp. determinada no periodo

de seis meses, iniciando no més de outubro/2020 até mar¢o/2021, armazenados em camara fria

a 4°C. * Diferem estatisticamente dos demais pelo Teste de Tukey (p<0.05).

4. Discussao

Biocontrole de tombamento em pré-emergéncia por Clonostachys spp.

Neste trabalho, verificamos que o uso de isolados de diferentes espécies de
Clonostachys como agentes de biocontrole, na maioria da vezes, resultou no aumento da
emergéncia de plantulas de feijao e soja, semeadas em solo infestado com R. solani, com valores
de até 80% de emergéncia, enquanto no solo infestado apenas com o fitopatégeno R. solani, o
valor maximo de emergéncia foi de 15%. A aplicacdo realizada diretamente no solo resultou
em maiores indices de emergéncia de plantulas, quando comparada com o tratamento de
sementes, principalmente na cultura da soja nas duas execugdes do bioensaio (Figura
Suplementar 3). No feijao, apesar das diferengas entre os métodos de aplicagdao nao serem tao
evidentes (Figura Suplementar 2), a média das execugdes mostra que a aplica¢do no solo, na
maioria dos tratamentos, foi melhor que o tratamento de sementes. Uma explicagdo para esses

resultados seria que, no tratamento de sementes ocorra uma maior variagdo da quantidade e
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distribuicao de biomassa fingica na superficie das sementes, enquanto na aplicacao no solo, a
maior quantidade de conidios distribuidos como suspensdo tenha efeito mais homogéneo no
biocontrole. Ainda, ha de se considerar que a integracdo dos dois métodos de aplicacdo pode
ser mais eficaz na supressao da doenca e seria uma opgao para ensaios futuros. Para o controle
de damping-off, causado por um complexo de fitopatégenos habitantes do solo incluindo
Rhizoctonia solani, em Panax quinquefolius, foi avaliada a aplicacdo de Prestop Mix G
(produto composto por Clonostachys rosea f. catenulata) via drench e via tratamento de
sementes, seguida de trés aplicagdes via drench durante e apds emergéncia das plantulas;
comparada a testemunha (em torno de 12% de emergéncia), a combina¢do dos métodos de
aplicacdo de Prestop Mix G resultou em 37% de emergéncia, enquanto que, com a aplicagao
via drench somente esse valor foi de 23% (Rahman; Punja, 2007).

O bioensaio em casa de vegetacao constou com duas execugdes e o efeito de biocontrole
dos tratamentos com isolados das diferentes espécies de Clonostachys variou entre estas,
principalmente na soja, onde os valores de emergéncia aumentaram consideravelmente na
maioria dos tratamentos na segunda repeticao. O mesmo ndo ocorreu com as testemunhas nao
inoculadas e com as plantas de soja apenas inoculadas com o fitopatégeno, que mantiveram
porcentagens similares de emergéncia nas duas execucdes. Nos ensaios com feijdo, a
porcentagem de emergéncia das plantulas na segunda repeticdo foi inferior a da primeira nas
plantas ndo inoculadas e no tratamento com o produto comercial. A origem do solo utilizado na
primeira repeticdo diferiu da origem da segunda, o que pode ter influenciado na emergéncia da
testemunha ndo inoculada do feijao, além de que as sementes utilizadas eram para consumo, 0
que nio garante boas taxas de germinacdo. Outros fatores que possam ter influenciado os
resultados sdo: a distribui¢ao da biomassa de Clonostachys spp. no solo, distribuicao do inéculo
do fitopatégeno no grao de arroz, a distribuicdo do volume de dgua utilizado na irrigacao, e
outros fatores ndo compreendidos. Assim, devido aos contrastes de resultados entre uma
execugdo e a outra, tornam-se necessarias mais execucoes do ensaio.

Mesmo diante das variacdes de efeito dos tratamentos no tombamento em pré-
emergéncia entre as execucdes do ensaio, podemos identificar sete tratamentos em soja e cinco
em feijao que resultaram em valores de emergéncia iguais ou superiores a 45% na segunda
execug¢do do ensaio. O produto comercial adicionado aos ensaios teve resultado satisfatorio em
apenas uma execucdo e com o feijao. Foi realizado um teste para avaliar a viabilidade dos
conidios do isolado de Trichoderma harzianum componente do produto comercial, ao final dos

experimentos, e esta estava dentro dos valores recomendados para tais produtos (dados ndo
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mostrados). Este produto € registrado para o controle de diversos fitopatogenos habitantes do
solo em vdrias culturas, como para Rhizoctonia solani em feijdo, mas ndo em soja, o que da
suporte aos resultados aqui obtidos, embora o baixo percentual de emergéncia das plantulas na
segunda execucao do feijao permanecga incompreendido.

Por outro lado, alguns tratamentos foram consistentes entre as repeticdes e tiveram
efeitos distintos quando aplicados em feijdo e soja, como o isolado UCBV 05, que resultou em
até 45% da emergéncia das plantulas no feijdo e, no maximo, 10% na soja, e os isolados UCBV
98 e 101, que resultaram em média 60% da emergéncia das plantulas de soja e no feijao, quando
houve emergéncia, foi apenas de 10%. A influéncia da cultivar da planta hospedeira no efeito
do biocontrole traz questionamentos sobre a natureza deste. Como Trichoderma spp., as
espécies de Clonostachys sao micoparasitas inespecificos e a acao direta sobre R. solani através
da degradac¢do enzimdtica das hifas e excre¢do de substincias bioativas € tida como o principal
modo de a¢do, baseado principalmente em resultados com o modelo C. rosea (Sun et al, 2020;
Daguerre et al., 2014; Chatterton; Punja, 2009). J4 o papel da planta ndo estd evidente e a
producdo e excrecdo de exsudatos de composicao distinta poderia atuar na indu¢@o e promog¢ao
maior ou menor do crescimento e colonizacdo pelos diferentes isolados de Clonostachys,
resultando em quantidades diferentes de biomassa destes fungos e, por conseguinte, de efeito
direto contra o patégeno. Outra hipétese € a da indugdo diferenciada das respostas de defesa em
diferentes gendtipos de plantas hospedeiras pelos distintos agentes de biocontrole, como ja
relatado no patossistema Fusarium culmorum e trigo, com indicios de uma participacdo ativa
da planta hospedeira no biocontrole exercido por Clonostachys rosea contra o fitopatégeno,
reduzindo a intensidade da doenca por meio da ativacdo do sistema de defesa da planta, o que
resultou no aumento da expressao de algumas isoformas de peroxidase e quitinase, bem como
proteinas PR4 (Roberti et al., 2008). A avaliacdo desta dependéncia da interagcdo entre os
gendtipos da planta e os agentes de biocontrole indicard uma possivel limitagdo da ampla
ado¢do de um mesmo isolado para o biocontrole de tombamento por R. solani em feijao e soja.

Parte das plantulas de soja e feijao que emergiram nos bioensaios apresentava sintomas
necréticos nos cotilédones e na base do caule. A presenca dos sintomas resultou em atrasos no
desenvolvimento inicial das plantas afetadas, porém, ndo foram observados tombamento pds-
emergéncia e morte de plantulas durante o periodo da avaliacdo. As plantulas que emergiram
sobre solo infestado com R. solani nao se desenvolviam até a formag¢ao do segundo par de folhas
verdadeiras; ja nos tratamentos que receberam os diferentes isolados de Clonostachys, as

plantulas, apés um atraso, continuavam seu desenvolvimento. Assim, caso se a avaliacdo
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continuasse até final do ciclo de cada cultura, a quantidade de plantas sobreviventes
provavelmente seria ainda menor no solo infestado com R. solani.

Na literatura, o tombamento ocasionado por Rhizoctonia solani em diversas culturas
como: tomate, pepino, beterraba, pimenta, algodao, soja e feijao, tem valores de incidéncia entre
60 e 100%, e quando um agente de biocontrole € utilizado, na incorporagdo do substrato ou por
tratamento de sementes, essa incidéncia pode diminuir consideravelmente (Asaka; Shoda, 1996;
Huang et al., 2012; Sadeghi et al., 2009; Huang, et al., 2011; Lewis; Lumsden, 2001; Atwa,
2018; Ferreira et al., 2020). Em ensaios com feijdo, o tratamento do solo com diferentes
rizobactérias resultou em indices de tombamento entre 30% e 80%, com contraste com 92% na
testemunha apenas inoculada com R. solani; o indice mais baixo da doenca foi resultado da
aplicacdo com Burkholderia fungorum e Rhizobium tropici (Ferreira et al., 2020). No
tratamento de sementes de soja com Paenibacillus polymyxa, Pseudomonas fluorescens e
composto de Mycorrhizeen (que contém principalmente enddsporos de Glomus sp.), aplicados
individualmente ou em combinagdo para o biocontrole sobre R. solani, a porcentagem de
plantas sobreviventes (avaliando tombamento de pré e pds-emergéncia) chegou a 92%, no
tratamento que continha os trés microrganismos, em comparacao, no controle ndo tratado, este
indice atingiu 48% (Atwa, 2018).

Neste estudo, foram testados isolados de diferentes espécies do género Clonostachys,
algumas das quais ainda ndo avaliadas como agentes de biocontrole, até o presente estudo (por
exemplo, Clonostachys sp. 1 e Clonostachys sp. 2, C. rogersoniana e C. candelabrum).
Recentemente, foi mostrado o potencial de outras espécies de Clonostachys, além do C. rosea,
no controle de pinta preta em batata, além da capacidade destes fungos em parasitarem o
fitopatégeno em restos culturais (Silva et al.,, 2021). Trés dos isolados de trés espécies,
selecionados por Silva et al. (2021), foram incluidos neste estudo (C. chloroleuca, C.
rhizophaga e C. rosea) e resultaram em efeitos de biocontrole em feijao e soja, em pelo menos
uma das execucdes dos experimentos. J4 o efeito de biocontrole dos isolados de C.
rogersoniana e C. candelabrum em soja era desconhecido. Estas espécies sdo filogeneticamente
mais distantes de C. rosea do que as outras espécies que mostraram efeito de biocontrole neste
trabalho, sendo compostas por fungos de solo; C. rogersoniana € a espécie mais comumente

isolada de diferentes locais e biomas no Brasil (Gldaucia Moreira, 2021, dados nao publicados).
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Colonizacao das raizes por Clonostachys spp.

Uma das premissas acerca da biologia dos agentes de biocontrole que atuam no solo e
raizes é a sua habilidade de colonizar por¢des da rizosfera e se manter em populacdes
relativamente constantes durante boa parte do ciclo da planta, caracteristica chamada de
rizocompeténcia. A capacidade dos isolados de Clonostachys spp. investigados em colonizar
raizes das plantas de feijao e soja foi inferida através da deteccdo destes em amostras de raizes
de plantulas que emergiram nos bioensaios, em duas estratégias de processamento: lavagem
seriada das raizes, para o isolamento dos habitantes do rizoplano no primeiro ensaio, e lavagem
seguida desinfestacdo superficial, visando a detec¢@o de isolados endéfitos no segundo ensaio.
Os resultados deste teste foram contrastados com aqueles de biocontrole, de forma a testar a
hipotese de uma relacdo entre rizocompeténcia e potencial de biocontrole. Em raizes de feijao,
dos cinco isolados com maior frequéncia de isolamento no rizoplano, trés tiveram efeito
significativo de controle, e apenas o tratamento com o isolado UCBV 38 resultou em
porcentagem de emergéncia acima de 50%. Desses cinco isolados, quatro foram detectados com
maior frequéncia de isolamento no rizoplano de soja, mas nenhum teve efeito positivo
significativo na emergéncia de plantulas, considerando apenas a primeira execu¢ao na qual foi
realizada esta andlise.

A segunda estratégia de processamento das raizes foi realizada para determinar a
capacidade dos isolados de Clonostachys spp. em colonizar endofiticamente as plantas. A
associacdo endofito-planta envolve interacdes complexas, que podem resultar em efeitos
positivos para o hospedeiro, como a modulagdo no seu sistema de defesa (Silva et al., 2019).
No feijao, apenas um isolado foi detectado nas raizes com incidéncia superior a 30% e foi o
mesmo isolado que teve relacdo positiva com rizocompeténcia e biocontrole (UCBV 38). Na
soja dois isolados foram detectados com incidéncia igual a 30%, e os dois tiveram efeito
positivo no biocontrole (igual ou superior a 50 % de emergéncia).

Os resultados de rizocompeténcia, a habilidade de colonizagdo na rizosfera dos isolados,
nao puderam ser relacionados com os resultados de biocontrole na segunda execugdo do ensaio,
onde se observou o aumento do biocontrole da maioria dos isolados. A troca de métodos foi
para avaliar se estes isolados poderiam ser endéfitos, na tentativa de levantar hipdteses de
atuacdo dos isolados no biocontrole; assim foi possivel, mesmo que com uma execugao,

verificar que alguns isolados podem ser rizocompetentes, mas que nem todos colonizam
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endofiticamente a planta. Porém, para confirmar tais resultados sdo necessdrias novas

execugoes de cada método.

Ensaio na area comercial de soja

A incidéncia natural de tombamentos e falhas de estande na area de estudo foi baixa e
de ocorréncia aleatdria nas safras 2020/2021, por consequéncia, ndo foi possivel a avaliagao do
efeito de biocontrole dos isolados aplicados. Como ja evidenciado, este resultado parece ter
sido ocasionado pelas drasticas condi¢des climdticas ocorridas na regido no segundo semestre,
com provaveis efeitos detrimentais ao indculo presente no campo. Embora ndo tenha sido
evidenciada alta incidéncia de tombamentos, isolamentos realizados a partir de amostras do
solo mostraram a ocorréncia de fungos com a morfologia de Rhizoctonia solani, que
provavelmente é o principal patégeno causador de tombamentos na 4drea em anos mais
chuvosos. Outros fungos fitopatogénicos de solo detectados geralmente infectam e causam
sintomas em estadios posteriores de desenvolvimento da soja, como Macrophomina phaseolina
e Fusarium spp. Trichoderma spp. € Clonostachys spp. também foram comumente isolados do
solo investigado, indicando que ndo € auséncia de inimigos naturais, mas talvez a propor¢ao
destes em relacdo as populacdes patogénicas que determine a ocorréncia ou ndo de epidemias
de doencas, como tombamentos. Neste contexto, a aplicacdo concentrada de agentes de controle
bioldgico no sulco de plantio, como no caso de fungos do género Trichoderma, teria o papel de
aumentar artificialmente a populacdo antagonista frente ao indculo de R. solani. Os resultados
dos ensaios em casa de vegetacdo indicam que esta estratégia também resultard em efeitos
positivos quando utilizada com Clonostachys spp., o que deverd ser novamente testado em
experimentos futuros. Além disso, o sucesso desta estratégia também dependerd de préticas que
levem ao incremento dos teores de matéria organica no solo.

Foi observado no presente trabalho que, além da espécie C. rosea, outras espécies do
género merecem destaque no biocontrole de fitopatdégenos, neste caso no biocontrole de
tombamento em pré-emergéncia por R. solani em plantulas de feijao e soja. Além de levantar
hipdteses que fomentam a questdo de mecanismo de acao especifico de cada espécie, saindo do
contexto apenas de biocontrole através de micoparasitismo e produ¢do de compostos
antagonistas, o presente trabalho também sugere que as espécies de Clonostachys interajam de
forma diferenciada com o gendtipo da planta hospedeira na promog¢do do biocontrole contra R.

solani. Na tentativa de elucidar tais hip6teses, sdo necessdrias repeticdes e modificacdes dos
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bioensaios. A combinac¢ido de mais de um método de aplicagdo dos antagonistas, para evitar
ocorréncia de plantulas com sintomas pds-emergentes, deve ser considerada nos préximos
bioensaios. Além disso, outros bioensaios para avaliar a eficdcia dos isolados de Clonostachys
contra outros fitopatdgenos habitantes do solo sdo de interesse, bem como a andlise quantitativa
do efeito da cultivar da planta sobre o efeito de biocontrole, avaliado durante todo seu ciclo

produtivo.

5. Conclusoes

e Seis isolados de cinco espécies de Clonostachys tiveram efeito de biocontrole do
tombamento em pré-emergéncia causado por Rhizoctonia solani na cultivar de feijdo, e oito
isolados de sete espécies nas cultivares de soja, resultando em valores de emergéncia entre 40
e 80%, em contraste com valores entre 0 e 15% em solo apenas infestado com o fitopatégeno;

e Ha evidéncias do efeito da cultivar da planta hospedeira no mecanismo de biocontrole
exercido por trés isolados de Clonostachys spp.

e A relacdo entre rizocompeténcia e efeito de biocontrole nio foi comprovada na maioria

dos tratamentos.
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7. Dados Suplementares

Figura suplementar 1. Rhizoctonia solani ocasionando sintomas de pré e pds-emergéncia em
plantulas de feijao. R. solani cultivada em meio BDA, produzindo esclerédios de formato
irregular e coloracdo marrom (A); hifas novas e hialinas ramificadas em angulos de 90° (B);
hifas maduras e marrons, com destaque para a constri¢do apds o septo e proximo a base da
ramificacdo (C); sintomas de pds-emergéncia, lesdes marrom-avermelhadas na base do colo
(D) e mé-formacdo da plantula, sem o desenvolvimento das folhas cotiledonares (E); sintomas
de pré-emergéncia, estrangulamento da interface raiz-caule sem posterior desenvolvimento do

caule (F).
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Figura suplementar 2. Emergéncia de plantulas de feijao, sem e com sintomas ocasionados por R. solani, ap6s a aplicacio de Clonostachys spp.

no solo e no tratamento de sementes.
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Figura suplementar 3. Emergéncia de plantulas de soja, sem e com sintomas ocasionados por R. solani, apds a aplicacdo de Clonostachys spp.

no solo e no tratamento de sementes.
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Figura suplementar 4. Micoparasitismo de Clonostachys spp. em Rhizoctonia solani.
Colonizagdo de C. rhizophaga (UCBV 38) sobre esclerédio de R. solani (A); conidi6éforo
verticilado (bc) e penicilado (bd) de C. rhizophaga micoparasitando hifa e esclerédio de R.
solani, respectivamente (B); conidiéforo verticilado (cb) e penicilado (cd) de C. chloroleuca

(UCBYV 07) sobre hifa de R. solani.
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Figura suplementar 5. Precipitacio Pluviométrica desde os meses que antecederam a
semeadura até o periodo da avaliagdo dos sintomas de tombamento - Estacdo
Agrometeorolégica da UENP - Campus Luiz Meneghel, Bandeirantes-Parand. Cidade situada

a um raio de 40 km da cidade do experimento, Cambara-PR.
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Figura suplementar 6. Temperatura maxima e minima desde os meses que antecederam a
semeadura até o periodo da avaliacdo dos sintomas de tombamento. Dados retirados do website

"AccuWeather", para a cidade de Cambari-PR.
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Tabela suplementar 1. Emergéncia de plantulas de feijao e probabilidade de emergéncia de

plantulas com sintomas ocasionados por Rhizoctonia solani, ap6s a aplicacio de Clonostachys

spp. no solo.
Tratamentol Repeticao 1* Repeticao 2
% Emergéncia %Sintomas E.P? % Emergéncia %Sintomas E.P
Testemunha 70b 0 0,102 45ab 0 0,111
Rhizoctonia Sa 100 0,0487 10a 100 0,0671
Pick Up Moss® 40ab 50 0,101 5a 100 0,0487
UCBYV 05 30ab 66,6 0,102 45ab 33,3 0,111
UCBV 07 20ab 50 0,0894 50ab 10 0,112
UCBYV 35 15ab 0 0,0798 70b 21,4 0,102
UCBYV 38 60ab 50 0,110 55ab 36,3 0,111
UCBYV 44 10a 0 0,0671 Sa 100 0,0487
UCBV 52 15ab 0 0,0798 20ab 50 0,0894
UCBYV 98 Oa - 1,26 e® 10a 100 0,0671
UCBV 101 Oa - 1,26 e Oa - 3,43e®
UCBV 133 40ab 37,5 0,110 30ab 50 0,102
UCBYV 255 25ab 60 0,0968 55ab 36,3 0,111

*Em cada repeticdo do bioensaio, valores seguidos pela mesma letra na coluna nio se diferem significativamente
na andlise estatistica pelo Teste de Tukey (p<0.05). 2E.P: Erro Padrao, relacionada ao dado da % de emergéncia.
ITestesmunha: solo ndo inoculado com Rhizoctonia solani e ndo tratado com Clonostachys spp.; Rhizoctonia: solo
inoculado com R. solani mas ndo tratado com Clonostachus; Tratamentos UCBV quando ocorria AS: uma
suspengdo de 2 x 107 conidios.mL no volume de 12,5 mL por copo era distribuida no solo e TS: 10 mL da solugio
contendo goma xantana 0,2% (v/m) adicionada a uma suspensdo de 2 x 107 conidios.mL era utilizada para cada
100 gramas de sementes
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Tabela suplementar 2. Emergéncia de plantulas de soja e probabilidade de emergéncia de

plantulas com sintomas ocasionados por Rhizoctonia solani, ap6s a aplicacio de Clonostachys

spp. no solo.
Tratamento! Repeticao 1* Repeticao 2
% Emergéncia %Sintomas E.P? % Emergéncia %Sintomas E.P

Testemunha 75b 0 0,0968 75bc 0 0,0968
Rhizoctonia Oa - 1,26 % 15a 33,3 0,0798
Pick Up Moss® 15a 33,3 0,0798 25abc 0 0,0968
UCBV 05 Oa - 1,26 &% 10a 0 0,0671
UCBYV 07 15a 0 0,0798 60abc 0 0,110
UCBV 35 Sa 0 0,0487 50abc 20 0,112
UCBV 38 Sa 0 0,0487 40abc 0 0,110
UCBV 44 30ab 16,6 0,102 20ab 25 0,0894
UCBV 52 25ab 20 0,0968 50abc 10 0,112
UCBYV 98 45ab 22,2 0,111 75bc 13,3 0,0968
UCBV 101 60ab 25 0,110 60abc 8,3 0,110
UCBV 133 Sa 0 0,0487 50abc 0 0,112
UCBYV 255 15a 0 0,0798 80c 0 0,0894

*Em cada repeti¢do do bioensaio, valores seguidos pela mesma letra na coluna nao se diferem significativamente
na andlise estatistica pelo Teste de Tukey (p<0.05). 2E.P: Erro Padrio, relacionada ao dado da % de emergéncia.

ITestesmunha: solo ndo inoculado com Rhizoctonia solani e ndo tratado com Clonostachys spp.; Rhizoctonia: solo
inoculado com R. solani mas ndo tratado com Clonostachus; Tratamentos UCBV quando ocorria AS: uma
suspengdo de 2 x 107 conidios.mL no volume de 12,5 mL por copo era distribuida no solo e TS: 10 mL da solugio
contendo goma xantana 0,2% (v/m) adicionada a uma suspenséo de 2 x 107 conidios.mL era utilizada para cada
100 gramas de sementes
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Tabela suplementar 3. Avaliacdo da emergéncia de plantulas e producdo estimada de soja do

bioensaio da area comercial de Cambara-PR.

N° de plantas/linha Producao estimada
Tratamentos
1* avaliacdo 2? avaliagdo Kg ha'! Sacas ha'!
T1 32 32 4.026 68
T2 29 31 4.341 73
T3 30 31 4.200,00 70
T4 31 33 3.770,37 63
TS 31 32 3.855,56 66
T6 32 33 3.877,78 66
T7 32 34 4.074,07 68
T8 32 34 3.629,63 64

Tabela suplementar 4. Resultado da andlise de solo do campo comercial de soja, Cambara-

PR.

M.O. pH p* K CTC

Gleba gkg CaCl, mgdm’ Ca Mg Al H+Al SB 7.0 Al Ca Mg K Bases
cmol. dm? % de Saturagio
0-10cm 107 46 109 092 77 51 02 53 137 190 14 404 268 48 720
Areia Silte Argila Classe textural simplificada
%
2 19 79 Muito argilosa

*Extrator Mehlich



