UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘JULIO DE MESQUITA
FILHO’
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

NOVAS ALTERNATIVAS PARA MANEJOS INTEGRADOS
SUSTENTAVEIS: ASPECTOS AGRONOMICOS E
MICROBIANOS DO MILHO APOS O CULTIVO A CAMPO DE
COGUMELO DO SOL

Lucas da Silva Alves

Engenheiro Agronomo

2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘JULIO DE MESQUITA
FILHO’
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

NOVAS ALTERNATIVAS PARA MANEJOS INTEGRADOS
SUSTENTAVEIS: ASPECTOS AGRONOMICOS E
MICROBIANOS DO MILHO APOS O CULTIVO A CAMPO DE
COGUMELO DO SOL

Discente: Lucas da Silva Alves

Orientador: Prof Dr. Diego Cunha Zied

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinéarias —
Unesp, Campus de Jaboticabal, como
parte das exigéncias para a obtencéo
do titulo de Mestre em Microbiologia

Agropecuaria.

2021



FICHA CATALOGRAFICA

Alves, Lucas da Silva
A474n . L .
Novas alternativas para manejos integrados sustentaveis: aspectos
agrondmicos e microbianos do milho apés o cultivo a campo de cogumelo do

sol / Lucas da Silva Alves. -- Jaboticabal, 2021

95 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal

Orientador: Diego Cunha Zied

1. Zea mays. 2. Produtividade. 3. Composto exaurido de cogumelo. 4.

Agaricus subrufescens. 5. Agricultura familiar. I. Titulo.

Sistema de geracédo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Agrarias

e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



-

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Céampus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TiTULO DA DISSERTACAQ: NOVAS ALTERNATIVAS PARA SISTEMAS INTEGRADOS SUSTENTAVEIS:
ASPECTOS AGRONOMICOS E MICROBIANOS DO MILHO APOS-0O
CULTIVO AO CAMPO DE COGUMELO DO SOL

AUTOR: LUCAS DA SILVA ALVES
ORIENTADOR: DIEGO CUNHA ZIED

Aprovado como parte das exigéncias para obtengé@o do Titulo de Mestre em MICROBIOLOGIA
AGRO

NARIA, pela Comissdo Examinadora:

)

\
Prof. Dr RLON €1b- LO (Participagao Virtual)
Departa q de Ciéncias oducéo Agricola / FCAV / UNESP - Jaboticabal

NHA ZIEQ (Participagao Virtual)

Jaboticabal, 16 de dezembro de 2021

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -
Via de Acesso Professor Paulo Donato Castellane, s/n, 14884900, Jaboticabal - Sdo Paulo
https://www.fcav.unesp.br/#!/pos-graduacao/programas-pg/microbiologia-agropecuariaCNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Lucas da Silva Alves — Nascido em 19 de agosto de 1996 na cidade de
Martinopolis, Sdo Paulo, filho de Mauricio Alves e Lidia Pereira da Silva. No ano de
2014, ingressou no curso de graduacdo em Engenharia Agrondmica na Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (FCAT/UNESP), Campus de Dracena. Em més 2018, recebeu o titulo
de bacharel em Engenharia Agronbmica. Durante a graduacao, foi bolsista de
iniciagcdo cientifica PIBIC/CNPg e FAPESP, desenvolvendo pesquisas sobre
reutilizacdo sustentavel de residuos agropecuarios para a producédo vegetal. Foi
membro dos grupos de estudos em Aquicultura da UNESP Dracena (GAUD), Grupo
de AcbBes em Impacto Ambiental (GAIA) e, desde 2017, é membro do Centro de
Estudos em Cogumelos (CECOG). Em 2019, ingressou no curso de mestrado no
Programa de Microbiologia Agropecuaria na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FCAV/UNESP), Campus de Jaboticabal. Durante o mestrado, recebeu bolsa da
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e da
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), sendo

orientado pelo Prof. Dr. Diego Cunha Zied.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por me conceder o dom da vida. Nessa longa e

tortuosa trajetéria, foi Ele que me forneceu amparo nos momentos de fraqueza.

Aos meus pais, Mauricio e Lidia, pelo carinho, afeto e compreensdao. Sempre
dedicados com o ensino de seus filhos para demonstrar que a educacéo é o melhor

caminho. Sou grato incondicionalmente por este apoio.

Aos meus irmaos, Milena e Mauricio Junior, companheiros consanguineos que
estiveram presentes nos tropecos e conquistas. Ser filho primogénito me incentiva a

inspira-los cada dia mais e demonstrar que ndo existe impossivel

A minha familia gigantesca materna e paterna, incluindo tios(as) e primos(as). Em
especial, aos principais progenitores, meus avés maternos Sr. José Pedro e Dona
Maria e a minha avé paterna Dona Ana. Nas escassas oportunidades de visitas
possiveis durante a conducdo das pesquisas, em nenhuma faltou amor, afeto e

conselhos, além da saudade nas despedidas.

A pessoa mais importante que tracou meu caminho neste periodo, l1zabela Ponso
Magalhdes. Sua contribuicdo é imensuravel neste trabalho. Tenho orgulho de ser

companheiro de vida de uma pessoa tao incrivel quanto voceé é.

Ao meu orientador, Professor Doutor Diego Cunha Zied, por todos 0s ensinamentos,
orientacdes e discussdes realizadas para a concepgao deste trabalho. E uma honra
ter sido seu orientado, companheiro de profissdo e um grande amigo. Em especial,
deixo o agradecimento para os docentes doutores Reges Heinrichs, Ana Carolina
Firmino, Samuel Ferrari e Vagner do Nascimento. A contribuicdo de materiais,
insumos, laboratorios e vossas expertises foram essenciais para que a pesquisa se

desenvolvesse.

Aos funcionarios da FCAT/UNESP, em especial aos técnicos de campo Alan, Fabio

e Arnaldo, e aos técnicos de laboratorio Wanderson e Andréia. Sem vocés nao



existiia uma semente germinada deste trabalho ou nenhuma analise laboratorial

realizada. Fica aqui minha imensa gratidao.

Aos amigos do CECOG, que compartilhei minhas frustracdes, conquistas, ideias,
angustias, alegrias e decepc¢oes. Longos foram os dias de coletas que pude contar
com toda essa equipe e felizes foram 0s raros encontros que realizamos para
celebrar a nossa amizade. Em especial, Cinthia Ellen, Matheus lossi, Wagner,
Gongalves Isabela Palu, Isabel Arjonas, Pedro Gomes, Jodo Pedro Ruiz, Rafael

Postinguel e Marcos.

Aos amigos de Dracena, em especial Bruno Almeida, Marcus Gabriel, Caio Bodini,
Leonardo Veronezi, Luis Campos e José Eduardo. Com vocés pude compartilhar
trabalho, pesquisas, boas conversas e encontros inenarraveis, estendo minha

consideracao pela amizade e contribuicao.

A republica que me criei e atualmente € minha segunda familia, Republica Eter na
Ment (Dracena), o meu sincero agradecimento a Bolivia, Shoyu, Minhoca, Cachaco,
Tarso, Frotinha, Rexona, Colgate e Adriano por ter amparado minha estadia até aqui.
Em especial, estendo também meu agradecimento a Republica Canekao
(Jaboticabal), lugar que me acolheu no inicio do curso do Mestrado. Para todos os

moradores desses lugares, a irmandade e consideragdo irdo sempre permanecer.

Por Ultimo, a todas pessoas, 6rgédos, instituicbes e empresas que possuiram
contribuicdo direta ou indireta para a realizacédo deste trabalho. Desde a simplicidade
de um diario bom dia até a participagdo em uma coleta experimental, toda a

conjuncgao permitiu a realizagdo do mesmao.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento
Pessoal de Nivel Superior- Brasil (CAPES)- Codigo de Financiamento 001 e
financiado pelo Processo n° 2019/19866-4, Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Séo Paulo (FAPESP).



SUMARIO Pagina
CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS .....coovivceeeeeee e 9
| N 200 5 10T 07\ T 9
2 REVISAO DE LITERATURA ......ooovieieieeeteeeee et en e en s en s 12
2.1 COGUMELO DO SOL: UM ALIMENTO NUTRACEUTICO......c.c.ccccevvererererennn 12
2.2 SPENT MUSHROOM SUBSTRATE (SMS): IMPORTANCIA E HISTORICO .....12
2.3 APLICABILIDADE DO SMS......ooiiiiiiieieee e 13
2.4.EFEITO DO SMS NA FERTILIDADE E NA MICROBIOTA DO SOLO E PLANTA

......................................................................................................... 14
2.5.MILHO E SUAS DIFICULDADES DE EXPANSAO NA AGRICULTURA FAMILIAR
.................................................................................................. 15
2.6.PROPOSTA DE UM NOVO SISTEMA INTEGRADO DE PRODUCAO PARA A
AGRICULTURA FAMILIAR ......coouiieiteieeeeeeeeeeeeseee et eees e een s 16

3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coeoeieieeeee et 18
CAPITULO 2 - ASPECTOS AGRONOMICOS DO MILHO CULTIVADO EM
SUCESSAO AO COGUMELO DO SOL A CAMPO........cccovevereeeeereeeennae, 23

1. INTRODUGAO . ... .ottt ettt e 25
2. MATERIAL E METODOS.......cooiieieeteteeeee et eeee et ee s en e anen s 26
2.1 CARACTERIZACAO DA AREA E CONDIGCOES EXPERIMENTAIS .................. 26
2.2 O CULTIVO DE COGUMELO DO SOL E PREPARO DA AREA..........c.ccccu..... 28
2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL, FERTILIZACAO E GESSAGEM............... 29
2.4 HIBRIDO UTILIZADO, POPULACAO E DESIGNER EXPERIMENTAL ............. 31
2.5 CONDUGAO EXPERIMENTAL ......oivititiiieseeeee e ee s een s en e 32
2.6. PARAMETROS AVALIADOS........covieeeieeeeeeeeeeeeeeee e s en s en e 33
2.6.1. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS. ......cooieieieeceeeeeeeeee et 33

2.6.2. CONDUTIVIDADE ELETRICA E pH DO SOLO ......cvoviiieeeeieececeee e, 33



2.6.3. ANALISES MINERAL DE SOLO E FOLHA.......ccoovvoveieeeeeeeeeee e 34
2.7. ANALISE ESTATISTICA ...t 34
3. RESULTADOS..... oottt ettt n ettt s e n et 34
3.1. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS........c.cocveeereeeeeeeeeeeeeeeen e en e 34
3.2. CONDUTIVIDADE ELETRICA E pH DO SOLO ....c.cvoveiivieeeceeeee e 39
3.3. MATERIA ORGANICA E TEORES DE NUTRIENTES NO SOLO E NAS FOLHAS
............................................................................................................................ 40
A DISCUSSAOD ...ttt ettt e e 43
4.1. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS........cooiiiiiiiiiiiieeeeeee e 43
4.2. CONDUTIVIDADE ELETRICAE pHDO SOLO.......covvviviiieeeeeeeeieeaeeeeeee 46
4.3. MATERIA ORGANICA E TEORES DE NUTRIENTES NO SOLO E NAS
FOLHAS ... e, 47
B CONCLUSAO ...ttt ettt sttt en 48
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oooieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49

CAPITULO 3 - ASPECTOS MICROBIANOS E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE
FUNGOS ENDOFITICOS DO MILHO CULTIVADO EM SUCESSAO AO

COGUMELO DO SOL A CAMPO ..o, 54
1. INTRODUGAO ... ..ottt ettt ettt s te et eae e 56
2. MATERIAIS E METODOS. ... 57
2.1. LOCAL DA EXPERIMENTAGAO.......uiiiiiiii e 57
2.2. CONDUGAO DA EXPERIMENTAGAO A CAMPO;;5iisiminimiminiiinini.-57
2.3. MEIOS DE CULTURAS UTILIZADOS........iieieiiiee e 58
2.4. CONTAGEM DE UFC DE SOLOE DARIZOSFERA........oviiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 59
2.5. FREQUENCIA DE COLONIZAGAO ENDOFITICA E ISOLAMENTO

FUNGICO . ...t 60
2.6. MANUTENGAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS..........ueeieiiiiiieeeeeeen 62

2.7. TESTE DE PATOGENICIDADE. ...t 64



2.8. CRESCIMENTO E TAXA DE CRESCIMENTO MICELIAL...........ccccovvveeeee.. 64
2.9. TESTE DE ANTAGONISMO IN VITRO.......coovivieieeeerieeeereeeeeeeeeeeeeeee s e, 65
2.10. ANALISE ESTATISTICA. ..ottt 67
B RESULTADOS......cotieieeeee ettt esen sttt en sttt s enes s ae e anaeeeees 67
3.1. UFC DO SOLO E DA RIZOSFERA..........cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 67
3.2. FREQUENCIA DE COLONIZACAO ENDOFITICA.....cooeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 70
3.3. OBTENGAO DE ISOLADOS FUNGICOS........coviueieieieeeeeeeeeeerseeeeee s 73
3.4. TESTE DE PATOGENICIDADE, CRESCIMENTO MICELIAL E TAXA DE

CRESCIMENTO MICELIAL. ......oovvveeeeeseeeeeeeee e eeen s s eeesennnas 75
3.5. TESTE DE ANTAGONISMO IN VITRO.....cociiirieeeeiieeeeeeesesessesees e e 78
4. DISCUSSOES..... .ottt ettt ettt ettt ettt eaenis 80
4.1. UFC DO SOLO E DA RIZOSFERA. ......cooiotetieeeeeeeeeteenen s ennenen s 80

4.2. FREQUENCIA DE COLONIZACAO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS...83

4.3. TESTE DE PATOGENICIDADE........cciiieeeeeeeeeeeeesereeee s en s en s eneees 84
4.4. CRESCIMENTO MICELIAL E TAXA DE CRESCIMENTO MICELIAL................. 85
4.5. TESTE DE ANTAGONISMO IN VITRO......coeueueeeieiieieeeerereeeeseeeeeeeees e 85
5. CONCLUSOES. ..ottt 87

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......oouvieeeieeeeteeeeeeee et 88



Vi

NOVAS ALTERNATIVAS PARA MANEJOS INTEGRADOS SUSTENTAVEIS:
ASPECTOS AGRONOMICOS E MICROBIANOS DO MILHO APOS O CULTIVO AO
CAMPO DE COGUMELO DO SOL

RESUMO - O milho € uma das culturas agricola com relevancia no cenario mundial.
Porém, quando se compara rendimentos possiveis da cultura, com a realidade
nacional, nota-se que sado necessarios avangos tecnoldgicos, que promovam baixo
impacto ambiental e lucratividade em pequenas areas, principalmente no setor de
agricultura familiar. Com isso, manejos de consorcio entre cultivos se tornam uma
Otima opcdo para suprir essa necessidade, do qual cita o manejo de milho em
sucessio a producdo de cogumelos. E possivel que esse manejo seja eficiente em
reduzir a fertilizacdo mineral e a utilizacdo de condicionadores dos solos necessérios
para a producdo do milho, além de elevar a comunidade microbiana cultivavel e,
consequentemente, a abundancia microbiana endofitica. Logo, buscou-se com este
estudo, avaliar o manejo integrado Cogumelo do Sol-milho como uma opcao de
cultivo sustentavel, e se os diferentes manejos interferem na comunidade microbiana
do solo e endofitica. Também se objetivou avaliar o potencial biotecnoldgico dos
fungos endofiticos obtidos durante o cultivo. O experimento ocorreu em dois cultivos
(1° e 2° ciclo), em um sistema continuo (cogumelo-milho-milho), posterior a colheita
do Cogumelo do Sol. Os experimentos consistiram de um fatorial duplo (2 x 4), sendo:
gesso (presenca e auséncia) e manejo da fertilidade (tratamento controle, area pés
cultivo de cogumelo ‘SMS’, area pés cultivo de cogumelo + adubacgéo de semeadura
‘SMS+S’, area poés cultivo de cogumelo + adubacédo de semeadura + adubacado de
cobertura ‘SMS+S+CB). Se avaliou os atributos quimicos do solo e folha
(macronutrientes e matéria organica), os aspectos produtivos do milho durante o
cultivo, as caracteristicas microbiolégicas do solo (unidade formadora de colonia
(UFC) do solo e da rizosfera) e endofitica (frequéncia de colonizacdo endofitica de
folha e raiz). Ao final, alguns fungos foram selecionados para se avaliar potencial
biotecnoldgico in vitro (teste de patogenicidade, crescimento micelial e pareamento
com o patdégeno Fusarium sp.) Os resultados demonstraram que, apesar dos baixos
teores de macronutrientes encontrados nas folhas e no solo cultivado sob a area pés
cultivo de cogumelo, é possivel a reutilizacao destas areas. SMS+S+CB se mostrou
mais eficiente que o controle em fornecer matéria seca de parte aérea (MSPA), e
essa condicdo pode ser uma alternativa para um cultivo circular cogumelo-milho.
SMS+S alcancou rendimentos e MSPA nao diferentes significativos comparados ao
controle, circunstancia relevante ao produtor devidos aos custos e impactos
causados pela fertilizagdo de cobertura. A gessagem nao apresentou incrementos
produtivos relevantes. Para os aspectos microbianos avaliados, os fertilizantes e a
aplicacao de gesso se mostraram prejudiciais para UFC do solo no 1° ciclo, a UFC
rizosférica apresentou menor flutuagcdo microbiana durante as safras do que a UFC
do solo, e a semeadura do milho em &reas pos cultivo se mostrou como uma rica
fonte para elevacdo de microrganismos endofiticos, em especifico os fungos
endofiticos radiculares. Os isolados 108, 120, 129 e 136 apresentaram resultados
interessantes de crescimento micelial e inibicdo de Fusarium sp. além de n&do serem
patogénicos. Conclui-se que, nas condi¢fes realizadas essa experimentacdo, é
possivel se produzir milho apdés o cultivo do Cogumelo do Sol, entretanto, a
fertilizag&o se torna indispenséavel para reduzir as perdas de nutrientes. A fertilizacao



vii

e gessagem influenciam na UFC do solo, e a reutilizacdo das areas incrementam a

microbiota endofitica do milho. Os isolados 108, 120, 129 e 136 apresentam potencial
biotecnolégico a serem explorados.

Palavras-chave: Zea mays, produtividade, composto exaurido de cogumelo,
Agaricus subrufescens, agricultura familiar
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NEW ALTERNATIVES FOR SUSTAINABLE INTEGRATED MANAGEMENTS:
AGRONOMIC AND MICROBIAL ASPECTS OF MAIZE AFTER CULTIVATION OF
SUN MUSHROOM IN FIELD

ABSTRACT - Maize is one of the crops with relevance on the world stage. However,
when comparing possible crop yields with the national reality, it is noted that
technological advances are needed, which promote low environmental impact and
profitability in small areas, especially in the family farming sector. Thus, intercropping
management between crops becomes a great option to meet this need, which he cites
management of corn in succession to mushroom production. This management may
be efficient in reducing mineral fertilization and the use of soil conditioners necessary
for corn production, in addition to increasing the cultivable microbial community and,
consequently, the endophytic microbial abundance. Therefore, this study sought to
evaluate the integrated management of Mushroom Sun-maize as an option for
sustainable cultivation, and whether the different managements interfere in the soil
microbial and endophytic community. It also aimed to evaluate the biotechnological
potential of endophytic fungi obtained during cultivation. The experiment took place in
two crops (1st and 2nd cycle), in a continuous system (mushroom-corn-corn), after
the harvest of Mushroom of the Sun. The experiments consisted of a double factorial
(2 x 4), being: gypsum (presence and absence) and fertility management (control
treatment, post-grow area of 'SMS' mushroom, post-grow area of mushroom +
'SMS+S' sowing fertilization, post-grow mushroom area + sowing fertilization + top-
dressing ' SMS+S+CB'). The chemical attributes of the soil and leaves
(macronutrients and organic matter), the productive aspects of corn during cultivation,
the microbiological characteristics of the soil (colony-forming unit (CFU) of the soil and
rhizosphere), and endophytic (frequency of colonization) were evaluated endophytic
root and leaf). In the end, some fungi were selected to evaluate in vitro
biotechnological potential (pathogenicity test, mycelial growth, and pairing with the
pathogen Fusarium sp.) The results showed that, despite the low levels of
macronutrients found in the leaves and soil cultivated under the area after mushroom
cultivation, it is possible to reuse these areas. SMS+S+CB was more efficient than
the control in providing shoot dry matter (MSPA), and this condition can be an
alternative for a mushroom-corn circular crop. SMS+S achieved yields and MSPA not
significantly different compared to the control, a relevant circumstance for the
producer due to the costs and impacts caused by top dressing. Gypsum application
did not show relevant productive increments. For the microbial aspects evaluated,
fertilizers and gypsum application were harmful to soil CFU in the 1st cycle,
rhizosphere CFU showed less microbial fluctuation during harvests than soil CFU,
and corn sowing in post-cultivation areas was shown to be a rich source for the
elevation of endophytic microorganisms, specifically root endophytic fungi. Isolates
108, 120, 129, and 136 showed interesting results of mycelial growth and inhibition of
Fusarium sp. in addition to being non-pathogenic. Concluded that, under the
conditions carried out in this experiment, it is possible to produce maize after the
cultivation of Mushroom of the Sun, however, fertilization becomes essential to reduce
nutrient losses. Fertilization and plastering influence the CFU of the soil, and the reuse
of areas increases the endophytic microbiota of maize. Isolates 108, 120, 129, and 136
have biotechnological potential to be explored.

Keywords: Zea mays, productivity, spent mushroom substrate, Agaricus
subrufescens, family farming



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Em um cenario macroecondémico, observa a relevancia da agricultura familiar
(AF) no pais. Presente em mais de 77% dos 5,07 milhdes de estabelecimentos rurais
do Brasil (IBGE, 2017), a AF se divide com grandes contribuicdes das atividades de
pesca, horticultura, lavouras temporérias e permanentes no cenrio nacional, além
de contribuir com o equilibrio hidrico em mais de 85% por meio da producédo e
preservacao das florestas nativas (Freitas, 2021). Contudo, a AF apresenta sérias
probleméticas que desalentam o setor. Assim, o éxodo rural, a rentabilidade em
pequenas e médias propriedades e a baixa capacidade tecnolégica sao alguns dos
principais desafios (Guanziroli et al., 2015; Delgado e Bergamasco, 2017, Saron et
al., 2017).

Novas alternativas emergem como solucbes destes entraves. Manejos
produtivos que promovem renda multifacetada em pequenas e médias propriedades
e preservam a bioeconomia séo as principais fontes de financiamento publicos dos
programas PRONAF (Programa Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar),
PNAE (Programa Nacional de Alimentacdo Escolar) e PAA (Programa de Aquisicéo
de Alimentos) (MAPA, 2021). Essas politicas incentivam a producdo, garantem a
seguranca alimentar, melhoram a vida dos camponeses e diminuem o impacto
ambiental, por se tratar de manejos integrados sustentaveis (Guanziroli et al., 2015).

A producao agricola integrada é mais eficiente pois utiliza de forma consciente
0S recursos naturais, promove a ciclagem de nutrientes, melhora qualidade do solo,
reduz custos de producgdao e eleva a produtividade das culturas (Rosa-Schleich et al.,
2019). Essas caracteristicas os tornam vitais para a seguranc¢a alimentar em um
ambito global, principalmente em regibes subdesenvolvidas (Tanumihardjo et al.,
2020).

Existem culturas que apresentam aptidao para esse manejo. O milho é uma
Otima alternativa para producdo agroalimentar integrada, com elevada importancia
alimenticia mundial (Tanumihardjo et al., 2020). Diminuir a necessidade de

fertilizantes sintéticos no milho com esses manejos acarreta em desenvolvimento de
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regides marginais e melhoria da nutricdo e saude da populacdo (Meybeck e Gitz,
2017).

Dentre as possibilidades de sistema integrado entre milho e outras culturas, a
reutilizacao de areas pos colheita de Cogumelo do Sol (Agaricus subrufescens) é fato
inédito para o Brasil.

Depois da colheita dos basidiocarpos, a producédo de Cogumelo do Sol produz
diretamente no solo um composto exaurido, conhecido como Spent Mushroom
Substrate (SMS). Esse produto gerado é considerado um residuo no mundo todo, e
a preocupacao com o descarte do SMS € um problema atual (Hanafi et al., 2018). Ha
uma elevada quantidade de SMS produzido nas fazendas de cogumelos, e, a
destinacao correta € o maior desafio para os fungicultores (Rasib et al., 2015).

Dentre os principais problemas ambientais do inadequado descarte do SMS
podem ser citados a proliferacdo de pragas e doencas indesejaveis, a contaminacao
do solo e do lencol freatico além dos componentes odoriferos indesejaveis (Rinker,
2017). Porém, bem manejado, solu¢cbes sustentaveis para a agricultura sao geradas
a partir do mesmo.

O SMS de diversas espécies de cogumelos ja foi relatado como fertilizante
organico ou condicionador de solo em culturas horticolas (Zied et al., 2021),
ornamentais (Ngan e Riddech, 2021), anuais (Wang et al., 2021) e perenes
(Malinowska e Jankowski, 2020). A literatura demonstra 6tima utilizacdo do residuo
como agentes de biocontrole de doencas (Noble et al., 2018) e promoc¢ao de
crescimento vegetal (Paula et al., 2017).

O SMS causa impacto positivo em aspectos fisicos (fornecimento de matéria
organica e estabilizacdo dos agregados), quimicos (mineralizacdo de nutrientes) e
biologicos do solo (atividade antimicrobiana contra fitopatdgenos) (Kwak et al., 2015;
Meng et al., 2018; Leong et al., 2022).

Logo, é possivel que manejos integrados que reaproveitam areas poés colheita
de Cogumelo do Sol com o cultivo do milho possam ser alternativas que reduzam a
necessidade de fertilizantes minerais, e que esses cultivos possuam beneficios
microbianos ao vegetal. Tem se como hipétese que a as principais caracteristicas
agrondmicas e microbianas do milho sédo afetados positivamente pelo o SMS gerado

pelo Cogumelo do Sol a campo.



11

Portanto, a presente pesquisa se objetivou-se em avaliar: (I) os parametros
agrondémicos do milho semeado apds colheita de Cogumelo do Sol a campo, sob
diferentes manejos; (ll)os teores de nutrientes no solo e nas folhas, bem como a
condutividade elétrica e o pH do solo, (Ill) parametros de comunidade da microbiota
de solo e endofitica e (IV) parametros biotecnoldgicos dos fungos endofiticos isolados

das areas influenciadas pelo SMS.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COGUMELO DO SOL: UM ALIMENTO NUTRACEUTICO

A espécie Agaricus subrufescens € conhecido popularmente por Cogumelo do
Sol ou Cogumelo Medicinal e é seguramente indicado para a producéo no Brasil, pois
exerce a capacidade de frutificacdo em temperaturas elevadas (ao redor de 25 a
28°C), com alta rusticidade de producéo (Zied e et al., 2018).

Estes cogumelos séo relevantes pois possuem elevada taxa metabdlica e
bioconverséo, o que possibilita ser cultivado em diversos residuos agroindustriais,
em pequenos espacos fisicos, num curto periodo de tempo, praticamente o ano todo,
0 que gera um produto final de elevada qualidade nutricional, superior aos diversos
produtos de origem animal e vegetal. Fato ganha maior destaque ainda por nao
emitirem gases de efeito estufa no ciclo produtivo (Wang et al., 2014).

Além disso, como popularmente conhecido, este cogumelo tem presente em
sua composicao moléculas de B-glucanas, blazeispirol, ergosterol, agaritine e lectin
(Xu et al.,, 2011), que possuem propriedades medicinais importantes frentes a
problemas de salude como Sindrome X, hipocolesterolémica, HDL, homeostase
lipidica e obesidade (Grothe et al. 2016).

Ressalta que o ergosterol presente nos cogumelos quando exposto a radiacao
ultravioleta (UV) é transformado em vitamina D2. Banlangsawan et al. (2016)
reportaram que alguns cogumelos silvestres contém vitamina D2 porque Ssao
naturalmente expostos a luz UV, enquanto espécies cultivadas contém maior teor de
ergosterol.

Apods a producéo dos cogumelos, o substrato mais o micélio do fungo cultivado
gera um subproduto (Buswell, 1994). Alguns autores discordam em chamar este
substrato de subproduto e preferem menciona-lo como composto exaurido de
cogumelo ou “Spent Mushroom Substrate — SMS”, devido a sua elevada utilidade no

meio agronémico e biolégico (Zied et al., 2021).

2.2 SPENT MUSHROOM SUBSTRATE (SMS): IMPORTANCIA E HISTORICO

Em qualquer producado agropecuaria, depois da colheita, resta um subproduto,

gue podem ter alta significancia. Isto ndo é diferente para o cogumelo. Segundo Gao
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et al. (2021), para cada tonelada de cogumelos produzida s&o geradas cinco
toneladas de material residual.

O SMS é gerado por ndo ser completamente degradado pelos fungos
comestiveis cultivados (Leong et al., 2022). Governos e pesquisadores ao redor do
mundo buscam a gestdo ambientalmente consciente deste residuo produzido pelo
cultivo de cogumelos (Rinker, 2017).

Para sanar esta problemética, esse composto exaurido de alto potencial
bioldgico comegou a ser utilizado mundialmente. Segundo Rinker (2017), os
primeiros relatos de sua utilizacdo com fins benéficos na producédo sao datados na
Europa no inicio da década de 60. Meados os anos 80 e 90 ocorreu uns crescentes

estudos no Ird, Iraque, China e alguns paises asiaticos e norte-americano.

2.3.APLICABILIDADE DO SMS

Atualmente, o SMS é amplamente utilizado no cenario agricola, o que o torna
de aplicabilidade diversa. Na literatura, podemos subdividir suas utilidades entre
temas correlacionados indiretamente com a producgéo de alimentos e trabalhos que
estao ligados diretamente com o aumento da produtividade agropecuaria.

Os que estdo ligados indiretamente, encontram-se trabalhos sobre
biorremediacdo de solos, absor¢cdo de metais pesados e herbicidas (Stoknes et al;
2019). Compreende também o setor florestal, como agente degradante de lignina
(Corréaetal., 2016) e o setor energético, com a producéo de combustiveis com baixa
emissao de poluentes (Alves et al., 2021) e biopeletes para captura dos principais
gases causadores do efeito estufa (Alves et al., 2022)

Ligado diretamente com a producéo agropecuaria, podemos citar trabalhos de
SMS na incorporacédo de substratos para a producéo de mudas (Meng et al., 2018),
na protecdo de plantas, aumentando a resisténcia ao ataque de pragas e doencas
(Ashrafi et al., 2015; Noble et al., 2018).

Ainda temos a aplicacdo de SMS para melhorar a fertilidade do solo,
resultando em promocéo de crescimento e aumento de produtividade das plantas,
por meio da construcdo e recuperacao da matéria organica e da microbiota do solo
(Becher et al., 2021, Yang et al., 2020).

Finalmente ainda se reporta que a interacdo microbiolégica beneficia
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microrganismos promotores de hormonios vegetais (Velazhahan et al., 2020).

2.4.EFEITO DO SMS NA FERTILIDADE E NA MICROBIOTA DO SOLO E PLANTA

A utilizacdo deste material como condicionador de solo para a producéo
vegetal foi verificada em diversos paises, devido sua elevada quantidade de macro
e micronutrientes, alta capacidade de troca catidnica, pH préoximo a neutralidade,
além dos aspectos fisicos que este material proporciona ao solo, como: aumento de
porosidade e retencdo de agua e reducdo da compactacéo do solo (; Rinker, 2017,
Becher et al.,2021; Meng et al., 2018; Leong et al., 2022).

Além destas caracteristicas fisico-quimicas importantes, destaca-se as
interacbes da comunidade microbiana no solo cultivado com esse tipo de manejo
(Yang et al., 2020).

Os microrganismos que colonizam o SMS desempenham papel crucial na
promocédo do crescimento das plantas e nas propriedades de biocontrole do SMS
(Velazhahan et al., 2020), além de aumentarem a producédo de fitohormdnios,
moléculas vegetais chaves (Fontenelle et al., 2011). A microbiota do SMS também
pode diminuir efeito toxicos de moléculas tdxicas ao vegetal, condi¢cdo que contribui
para a saude do cultivo e reduz o estresse ao vegetal (Zang et al., 2020).

A comunidade microbiana presente no substrato pds- cultivo de cogumelos,
pode desempenhar um papel importante no controle da microbiota na regido da
rizosfera. Bacillus cereus € uma espécie comumente encontrada no substrato de
cultivo de cogumelos que confere resisténcia em tomateiro contra varias espécies de
patégenos, tanto de origem bacteriana como de origem fungica (Romeiro et al.,
2010).

Trichoderma spp. sdo espécies de fungos presentes no SMS que sao
amplamente conhecidas por sua capacidade endofitica, que melhora a absorgéo de
nutrientes, biocontrole de fitopatégenos e auxilia no crescimento vegetal (Verma et
al., 2017). Istifadah e Herawati (2021) isolaram diversos fungos e bactérias do SMS
de Lentinula edodes e Pleurotus ostreatus que apresentaram indugéo de resisténcia
contra mildio no tomateiro.

Portanto, a microbiota do SMS pode ser um elicitor, e desencadear
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mecanismos de defesa na planta, além das interacdes pertinentes da rizosfera

poderem fornecer uma interacao benéfica para o cultivo do milho.

2.5.MILHO E SUAS DIFICULDADES DE EXPANSAO NA AGRICULTURA
FAMILIAR

Dentre os cereais cultivados no Brasil, o milho € o mais expressivo, com
estimativas de producdo em cerca de 116,3 milhdes de toneladas de gréaos
produzidos, em uma area de aproximadamente 19,93 milhdes de hectares (CONAB,
2021), referentes a 18, 22 e 32 ciclo. Com suas particularidades fisiolégicas, a cultura
do milho tem alto potencial produtivo, com relatos de produtividade superior a 16 t
ha! (Alvarenga et al., 2010).

No entanto, o nivel médio nacional de produtividade é baixo comparado com
o teto que é cercade 4,5 a 5,5t halna ciclo e safrinha (CONAB, 2021) demonstrando
gue os diferentes manejos de producdo de milho deverdo ser ainda bastante
aprimorados para se obter aumento de produtividade e rentabilidade. Em especifico,
o estado de Séo Paulo se mantém muito proximo desta baixa média nacional, com
produtividade estimada de cerca de 5,35t ha? (IEA, 2020).

Prioritariamente, grande parte da baixa tecnologia desenvolvida na cultura é
empregada pela agricultura familiar, que é de subsisténcia em algumas regibes
devida a dificuldade de gerir o negdcio para fins lucrativos (Delgado et al., 2017).

A manutencéo da fertilidade do solo provem suma importancia, e € um dos
fatores primordiais para o0 sucesso produtivo. Os fertilizantes minerais sao
responsaveis em incrementar a produtividade das culturas de 30 a 50% (Rehman et
al., 2019). A aplicacdo de gesso agricola fornece além de fontes de S e Ca,
importantes nutrientes para o milho, reduz a toxicidade por AI** e disponibiliza varios
nutrientes no subsolo (Khan e Jhan, 2018), além de promover uma melhoria da
atividade microbiana no solo (Inagaki et al., 2016; Barcelos et al., 2021).

Porém, ambos insumos acrescentam custos elevados para sua obtencao,
principalmente por ser fortemente dependente de importacdes dos insumos (Farias
et al., 2020), e podem se tornar opcdes de baixa viabilidade para estes pequenos

produtores.
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Trabalhos demonstram que a adicéo de residuos organicos ou minerais sao
Otimas alternativas de se elevar a produtividade do milho com a presenca de
fertilizantes NPK e/ou aplicagdo de gesso, em manejos consorciados ou cultivo
solteiro (Geng et al., 2019; Senthikumar et al., 2021). Ressalta também que essas
praticas podem melhorar o uso dos nutrientes e reduzir a emissao de gases do efeito
estufa (Puga et al., 2020).

Portanto, € possivel que a semeadura do milho nessas areas pos colheita de
Cogumelo do Sol possam diminuir e/ou extinguir a necessidade de fertilizacdo da
cultura do milho para essas regifes, tornando uma produ¢do mais sustentavel do

cereal.

2.6.PROPOSTA DE UM NOVO SISTEMA INTEGRADO DE PRODUCAO PARA A
AGRICULTURA FAMILIAR

Na literatura, a condicdo de reaproveitamento do SMS diretamente do solo,
em modelos integrados agroalimentares é rara.

Como exemplo os manejos Pleorutus-Milho (Yang et al., 2020), Pleurotus-
Feijdo Fava (Hamed et al., 2021), Volvariela-Coco (Mohapatra e Niranjan, 2014) e
Morchella-Péssego (Song et al., 2021). Esses estudos foram recentemente
publicados, porém todos foram realizados no continente Asiatico ou Africano.

Além deste tipo de sistema ser pioneiro nas Ameéricas, existe uma
particularidade interessante de que o Cogumelo do Sol € um fungo nacional, de
origem do Estado de Séo Paulo (Zied et al., 2017). Logo, tal sistema se caracteriza
como de origem local, com todas as condi¢des aptas para cultivo.

Em trabalho recente, Vieira Junior (2021) demonstrou que o Cogumelo do Sol
€ um fungo que, no cultivo a campo é possivel sua colheita somente nas épocas mais
frias do ano (Outono-Inverno), para regiao de Dracena, S&o Paulo.

Trabalho como de Frias et al. (2019) que avaliou a produtividade do milho em
manejos integrados com o cultivo de Urochloa ruziziensis na regido da alta paulista
demonstram que, apesar das condicbes ambientais desfavoraveis para a cultura na
regido, o milho pode alcancar médias maiores do que a nacional (acima dos 5,5
t hal) em manejos integrados de producéo.

O sistema integrado de producdo Cogumelo do Sol-Milho (Figura 1)
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contemporiza com as revisdes publicadas de Hanafi et al. (2018), Leong et al. (2022)
e Zied et al. (2020), que tratam o SMS como um subproduto de elevada exigéncia
para manejos de economia circular, pois € um material fornecedor de fertilizante

organico, agente de biocontrole e corretivo do solo.

Residuo do milho

PROBLEMAS AMBIENTAIS PELO
MANEJO INCORRETO

CONTAMINANTE BC SOLE)

CONTAMINANTE DA AGUA
ACUMULO DE PRAGAS E
DOENGAS

SOLUGOES AGRONOMICAS
GERADAS

BIOFERTILIZANTE

BIOCONTROLE DE DOENCAS
CONDICIONADOR DE SOLO

Figura 1. Modelo de economia circular exemplificado em sistema integrado de
producéo Cogumelo do Sol-Milho
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CAPITULO 2 — ASPECTOS AGRONOMICOS DO MILHO CULTIVADO EM

SUCESSAO AO COGUMELO DO SOL A CAMPO

RESUMO: Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar o manejo integrado
Cogumelo do Sol-milho como uma opcao de cultivo sustentavel de producdo do
cereal. O experimento foi desenvolvido a campo na cidade de Dracena, no 1° e 2°
ciclos dos anos de 2020/2021, em um sistema continuo de cultivo. Os experimentos
consistiram de um fatorial duplo (2 x 4), sendo: gesso (presenca e auséncia) e manejo
da fertilidade (tratamento controle, area pos cultivo de cogumelo ‘SMS’, area poés
cultivo de cogumelo + adubagdo de semeadura ‘SMS+S’, area pods cultivo de
cogumelo + adubacédo de semeadura + adubagéo de cobertura ‘SMS+S+CB’). Se
avaliou os atributos quimicos do solo e folha (macronutrientes e matéria organica) e
0s aspectos produtivos do milho durante o cultivo. Os resultados demonstraram que
apesar de condutividade elétrica e pH do solo estarem em niveis consideraveis para
a producao do milho, os baixos teores de macronutrientes encontrados nas folhas e
no solo cultivado sob a area pés cultivo de cogumelo foram pontos criticos para o
cultivo. Entretanto, SMS+S+CB se mostrou mais eficiente que o controle em fornecer
matéria seca de parte aérea (MSPA), e essa condi¢do pode ser uma alternativa para
um cultivo circular cogumelo-milho. SMS+S alcangou rendimentos e MSPA né&o
diferentes significativos comparados ao controle, circunstancia relevante ao produtor
devidos aos custos e impactos causados pela fertilizacdo de cobertura. SMS
apresentou peso de 100 grdos (PCG) superiores ao controle no 1° ciclo, porém, o
desempenho agrondémico e os teores de N foliar no 2° ciclo demonstraram que para
se obter maiores produtividades a fertilizacdo € de suma importancia. A gessagem
nao apresentou incrementos produtivos relevantes em nenhum dos manejos
testados. Conclui-se que o cultivo do milho em area pés cultivo de cogumelo do sol
a campo é uma opcao sustentavel de producdo, entretanto a fertilizacdo se torna
indispensavel para reduzir as perdas de nutrientes. SMS+S se mostrou uma
alternativa de reducao da fertilizacdo de cobertura, porém SMS+S+CB produz maior
MSPA, condicdo que possibilita um sistema econdmico circular na producéo.

Palavras-chave: Zea mays, produtividade, composto exaurido de cogumelo,
Agaricus subrufescens, manejo integrado de producao.
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CHAPTER 2 - AGRONOMIC ASPECTS OF MAIZE GROWN IN

SUCCESSION TO THE SUN MUSHROOM IN THE FIELD

ABSTRACT: his work aimed to evaluate the integrated management of Mushroom
Sun-maize as an option for sustainable cultivation of cereal production. The
experiment was carried out in the field in the city of Dracena, in the 1st and 2nd cycles
of the years 2020/2021, in a continuous cultivation system. The experiments
consisted of a double factorial (2 x 4), being: gypsum (presence and absence) and
fertility management (control treatment, post-grow area of mushroom'SMS’, post-
grow area of mushroom + fertilization of seeding 'SMS+ S', post-grow area of
mushroom + sowing fertilization + top dressing 'SMS+S+CB"). The chemical attributes
of the soil and leaves (macronutrients and organic matter) and the productive aspects
of corn during cultivation were evaluated. The results showed that despite the
electrical conductivity and soil pH being at considerable levels for corn production, the
low levels of macronutrients found in the leaves and the soil cultivated under the
mushroom post-growing area were critical points for cultivation. However,
SMS+S+CB was more efficient than the control in providing shoot dry matter (MSPA),
and this condition can be an alternative for a mushroom-maize circular crop. SMS+S
achieved yields and MSPA not significantly different compared to the control, a
relevant circumstance for the producer due to the costs and impacts caused by top
dressing. SMS presented weight of 100 grains (PCG) superior to the control in the 1st
cycle, however, the agronomic performance and the contents of foliar N in the 2nd
cycle showed that to obtain higher yields, fertilization is of paramount importance. The
gypsum did not show relevant productive increments in any of the tested
managements. It is concluded that the cultivation of corn in an area after mushroom
cultivation in the field is a sustainable production option, however fertilization becomes
essential to reduce nutrient losses. SMS+S proved to be an alternative for reducing
top dressing, but SMS+S+CB produces higher MSPA, a condition that allows for a
circular economic system in production.

Keyword: Zea mays, yield, spent mushroom substrate, Agaricus subrufescens,
integrated production management.
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1. INTRODUCAO

O milho é a segunda cultura mais importante da agricultura brasileira. Dados
mostram que este cereal representou 116,3 milhdes de toneladas de graos
produzidos, em uma &rea de aproximadamente 19,93 milhdes de hectares (CONAB,
2021). No entanto, a produtividade nacional esta muito longe de paises com alta
competitividade. O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos demonstra que
EUA (10,5t hal), Canada (9,2 t hal), Argentina (8,1 t ha!), e China (6,3 t ha) possui
produtividades médias maiores que as obtidas no Brasil
(5,5 tha) (USDA, 2021).

Para a melhoria dessa condi¢do, é necessario buscar solu¢des que aumentem
a produtividade, sem causar danos ao ambiente, direcionadas principalmente a
produtores com baixo nivel tecnologico. Dentre as possiveis opcdes, destaca-se o
manejo integrado de producéo.

A producao que visa o manejo integrado agropecuario € mais eficiente, pois
utiliza de forma consciente 0s recursos naturais, promove a ciclagem de nutrientes,
melhora o solo, reduz custos de producgao e eleva a produtividade (Rosa-Schleich et
al., 2019).

Dentre a diversidade de possiveis manejos integrados de producdo, a
reutilizacao de areas pos colheita de Cogumelo do Sol (Agaricus subrufescens) é fato
inédito para o Brasil.

Depois da colheita dos basidiocarpos, a producéo de Cogumelo do Sol produz
diretamente no solo um composto exaurido, conhecido como Spent Mushroom
Substrate (SMS). Este residuo liberado diretamente ao solo exerce propriedades de
promocdo de crescimento vegetal, biocontrole de doencas e melhora as
caracteristicas fisico-quimico-biolégicas do solo (Leong et al., 2022).

Por atualmente contribuirem por cerca de 30 a 50 % dos incrementos das
culturas agricolas (Rehman et al., 2019), a fertilizacdo € pratica essencial para
lavoura. A gessagem também se reporta como relevante condicionador do solo para
se elevar a produtividade em solos tropicais (Khan e Jhan, 2018; Inagaki et al., 2016;
Barcelos et al., 2021).

Porém, a alta do preco do petroleo e os custos de importacdes dos fertilizantes
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(Farias et al., 2020), tornam essas tecnologias inacessiveis para diversos produtores
no pais. E possivel que, a necessidade desses insumos possa ser reduzida e/ou
mitigada com a adicdo do SMS para a fertilizagao do milho.

Apesar da literatura apresentar recentes trabalhos em manejos de producao
cogumelo-vegetal (Mohapatra e Niranjan, 2014; Hamed et al., 2021; Yang et al.,
2020; Song et al. 2021), em especifico, a recuperacdo do SMS de A. subrufescens
diretamente no solo em combinac¢des com fertilizantes minerais para o cultivo do
milho nunca foi reportado mundialmente.

Com isso, hipotetiza-se que a producao de milho seria beneficiada pelo a
semeadura posterior a colheita dos basidiocarpos de A. subrufescens, e tal condicao
reduziria a necessidade de fertilizantes minerais no cultivo. A presente pesquisa tem
como objetivo avaliar o desempenho agrondmicos da cultura do milho cultivada em

uma area pos cultivo de Cogumelo do Sol & campo.

2. M ATERIAL E METODOS

2.1 CARACTERIZACAO DA AREA E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O experimento foi conduzido na cidade de Dracena, SP, (Latitude 21°29’ S e
Longitude 51° 52’ W, altitude média: 420 m), contendo dois cultivos sucessivos do
milho, nos meses de agosto de 2020 a maio de 2021, em um ARGISSOLO
VERMELHO Distréfico (Santos et al., 2018). Amostras de terra foram coletadas antes
da instalacédo do experimento nas camadas de 0-20 e 20-40 cm de profundidade para
a caracterizagdo quimicas do solo (Tabela 1).

O clima, segundo a classificacdo Képen é Cwa (subtropical tmido), com
verao quente e chuvoso de outubro a margo e inverno seco e ameno com baixa

precipitacao pluvial de abril a setembro.
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Tabela 1. Atributos quimicos @ e granulometria do solo no tratamento controle
e experimental nas camadas de 0-20 e 20-40 cm.
Area Controle

pH M.O. P2 S Al H+Al K

Camada 5,0 8 4 17 0 16 1,1
0-20cm Ca Mg SB cTC v m
16 7 24 40 60 0
pH M.O. B S Al¥* H+Al K
Camada 45 6 2 5 3 17 11
20-40cm ca Mg SB cTC Y, m
11 3 15 32 47 17
Area p6s cultivo de cogumelo (SMS)
pH M.O. P s Al H+A K
Camada 0- 5,9 9 21 10 0 13 1,8
20 cm Ca Mg SB cTC v m
25 7 34 47 72 0
pH M.O. P s Al H+A K
Camada 6,9 13 47 16 0 12 6,6
20-40 cm Ca Mg SB cTC v m

52 13 72 84 86 0

Granulometria

Camada
0-20cm

130 20 850

Camada
20-40 cm

160 35 805
@) Conforme descrito em Raij et al. (2001). Fosforo extraido pelo método resina. SB, soma de

bases; CTC, capacidade de troca catiénica; V, saturagdo por base; m, saturacéo por aluminio.

As médias anuais de temperatura séo de 23,97°C e umidade relativa de

64,23%. A temperatura e precipitacdo média mensal durante o periodo
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experimental (2020-2021) se encontra na Figura 1.
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Figura 1. Precipitacdo pluvial e temperatura médias, minimas e maximas
durante a condugéo experimental em Dracena, Sao Paulo, Brasil. Os dados
foram obtidos da estacdo meteorologica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Tecnoldgicas (FCAT-UNESP).

2.2 O CULTIVO DE COGUMELO DO SOL E PREPARO DA AREA

O cultivo de Cogumelo do Sol foi realizado entre os periodos de novembro de
2019 a julho de 2020 e sdo dados constituintes da pesquisa realizada por Vieira
Janior (2021). Resumidamente, foi adicionado composto colonizado de A.
subrufescens em sulcos com cerca de 50 cm de largura e 30 cm de profundidade,
espacados em uma distancia de 60 cm.

Uma camada de capim com cerca de 50 cm também foi utilizada por cima do
sulco de cultivo, para evitar a perda de umidade do substrato no solo. As colheitas
ocorreram periodicamente até o final do cultivo experimental.

Posterior a colheita de todos os basidiocarpos do cultivo e trés semanas
antecedente a semeadura do milho foi feita na area a operagéo agricola mecanizada
de subsolagem, gradagem profunda nos 40 centimetros superficiais do solo e
posterior nivelamento, com o intuito de manter uma incorporacdo homogénea do

SMS contido no solo.
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Também foi aplicado calcario agricola
(0,5 t hal) entre as operacdes de gradagem e nivelamento, para elevar a saturagéo
de base para 70% (Ralij et al., 1997).

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL, FERTILIZACAO E GESSAGEM

A experimentacdo foi realizada sob delineamento em blocos casualizados
(DBC), em um esquema fatorial 4 x 2 (manejos do SMS e aplicacdo do gesso
agricola). Os tratamentos foram descritos como:

T1- Controle Experimental (Controle), fertilizacdo adicionada seguindo as
recomendacdes de adubacdo no milho para o Estado de S&o Paulo, popularmente
conhecido como Boletim 100 (Raij et al., 1997).

T2- Controle Experimental + aplicacdo de gesso agricola (G+Controle),
baseado nas recomendacdes de Vitti et al. (2008).

T3- Semeadura do milho na area pos cultivo de A. subrufescens, sem
nenhuma fertilizacdo mineral (SMS)

T4-Semeadura do milho na &rea poés cultivo de A. subrufescens + fertilizacao
de semeadura recomendada pelo Boletim 100, somente (SMS+S)

T5- Semeadura do milho na area pds cultivo de A. subrufescens + fertilizacao
de semeadura + fertilizacdo de cobertura recomendada pelo Boletim 100
(SMS+S+CB).

T6- Semeadura do milho na area pos cultivo de A. subrufescens + aplicacéo
de gesso agricola (G+SMS)

T7- Semeadura do milho na area pds cultivo de A. subrufescens + fertilizacao
de semeadura recomendada pelo Boletim 100 + aplicacdo de gesso agricola
(G+SMS+S)

T8- Semeadura do milho na area pos cultivo de A. subrufescens + fertilizagéo
de semeadura + fertilizacdo de cobertura recomendada pelo Boletim 100 + aplicagéo
de gesso agricola (G+SMS+S+CB)

Os dois cultivos (1° e 2° cultivo) foram cultivadas sucessivamente apos a
colheita do Cogumelo do Sol. Cada cultivo possuia 4 blocos experimentais,

constituindo 32 parcelas por experimentacao.
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Como fonte de fertilizacdo de N, P e K, foram utilizados os adubos ureia (45%
N), superfosfato triplo (46% P20s) e cloreto de potassio (60% K20), respetivamente.
Para as parcelas experimentais que continham fertilizantes na semeadura (Controle,
G+Controle, SMS+S, G+SMS+S, SMS+S+CB e G+SMS+S+CB) foram adicionados
30 kg ha* de N (produtividade média esperada de 6000 kg), 90 kg ha! (area controle)
e 50 kg ha! de P20s (area experimental SMS) e 50 kg ha* de K20 (Raij et al. 1997).

Para as parcelas experimentais que continham fertilizantes na cobertura
(Controle, G+Controle, SMS+S+CB e G+SMS+S+CB), além da fertilizacdo de
semeadura citada anteriormente, foi adicionado 60 kg ha*de N e 20 kg ha* de K20.
A fertilizacao foi realizada em dois momentos, aos 30 dias apds a semeadura (DAS)
e 45 DAS, dividida igualitariamente.

Foi aplicado e incorporado antes da semeadura de cada experimento, 1200 kg
ha' de gesso agricola (15 % S), em funcéo da textura média do solo experimental
(16% a 35% de argila) (Vitti et al., 2008).

Esses procedimentos foram adotados para o 12 ciclo e 22 ciclo sucessivo do
milho. O esquema das etapas pré experimental até o preparo e instalacdo das

parcelas semeadas sao apresentados na Figura 2.

ETAPA PRE EXPERIMENTAL
(COGUMELOS)

PREPARO E INSTALACAO DAS PARCELAS EXPERIMENTAIS
- = - T
. N —‘ ] 2

Figura 2. Etapas pré experimental e instalagdo das parcelas: Sulco para recebimento do
composto de colonizado (a), canteiros de producdo de cogumelo a campo (b), colheita de
cogumelos A. subrufescens (c). Preparo da area experimental (d), aplicacdo de gesso nas
parcelas (e), abertura de sulcos, adubacéo e semeadura (f), &rea experimental semeada (g).
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2.4 HIBRIDO UTILIZADO, POPULACAO E DESIGNER EXPERIMENTAL

Utilizou-se o hibrido de milho K9606VIP3 da KWS®, relevante para os
pequenos produtores na regido de Dracena e com dupla aptiddo produtiva (silagem
e graos).

A experimentacao foi realizada em blocos, com 32 parcelas (8 tratamentos X
4 repeticdes). Cada parcela continha a largura de 1,8 m e comprimento de 5,0 m,
totalizando 9 mz.

O espacamento entre linhas foi de 0,45 m (do qual se da 4 linhas de cultivo
por parcela) e a densidade populacional foi ajustada para 66.600 plantas ha? no
plantio do 12 ciclo (aproximadamente 3,1 sementes por metro de linha) e 60.000
plantas ha! (aproximadamente 2,7 sementes por metro de linha) para o plantio de 22
ciclo.

Para descarte de efeito bordadura, foram avaliadas somente 8 plantas
aleatdrias das duas fileiras centrais de cada parcela (Figura 3). O primeiro cultivo
realizado foi realizado em agosto de 2020 (milho de segunda safra ou de inverno)
com colheita realizada dezembro de 2020 e o segundo cultivo (milho de primeira safra
ou de verdo) a semeadura foi realizada em janeiro 2021 com colheita em maio de
2021.
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Figura 3. Croqui experimental e metodologia de avaliacéo
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2.5 CONDUCAO EXPERIMENTAL

As etapas sobre o cultivo do milho (Figura 4) seguiram as técnicas de
semeadura, tratos culturais, colheita e beneficiamento amplamente descritos pelo
Boletim 100 (AGUIAR, 2014). As plantas daninhas que surgiram durante os dois
cultivos foram controladas com capina manual, seguindo as premissas de periodo
critico de interferéncia (PCI) da cultura (Kozlowski, 2002).

Entre a colheita da 1° ciclo e semeadura do 2° ciclo foi realizada a aplicacéo

do herbicida Reglone® (DIQUAT, 2 L ha') com o intuito de dessecacéo das plantas

daninhas para a semeadura do 2° cultivo.

O monitoramento integrado de pragas e doencas (MIPD) foi realizado,
ocorrendo somente uma aplicacdo do inseticida Engeo Pleno™ S
(TIAMETOXAM+LAMBDACIALOTRINA, 200 mL ha') para controle do percevejo-
gaucho (Leptoglossus zonatus).

A irrigacdo do experimento foi feita por meio de microaspersores (4,5 L por
hora) em funcéo de deficits hidricos durante todo o periodo experimental. Ao final de
sua maturacao fisiolégica, as espigas foram colhidas e os aspectos agronémicos
avaliados.
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2.6 PARAMETROS AVALIADOS

2.6.1. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

Na fase de espigamento das duas duplicatas, foi mensurado o indice de
Clorofila Falker (ICF) através do clorofildometro (modelo SPAD-502/FALKER),
seguindo a metodologia adaptada de Argenta et al. (2001).

A colheita foi feita aos 118 dias ap0s a semeadura (DAS) para a 12 ciclo e 125
DAS para a 22 ciclo. Foram avaliadas oito plantas, escolhidas aleatoriamente,
descartados as bordaduras, de cada parcela experimental.

Foram avaliados o0s seguintes parametros biométricos e produtivos do milho:
altura de planta (H) (cm por planta), altura da insercdo da 12 espiga (H1E) (cm por
planta), diametro do caule (D) (mm por planta), matéria seca de parte aérea (MSPA)
(g por planta); numero de espigas por planta (NEP) (unidade por planta); nimero de
fileiras na espiga (NFE); massa de espiga empalhada (ESP) (g por planta), peso de
cem grdos (P100) (g por planta) e rendimento de grdos (REND) (kg ha?)
considerando a correcao da umidade para 13%.

Os resultados foram mensurados com o auxilio de uma balanca de precisao
digital (modelo SF400) e analitica (modelo CBRN11988), fita métrica graduada e
paquimetro digital (ABSOLUTE- Multitoyo).

2.6.2. CONDUTIVIDADE ELETRICA E pH DO SOLO

A andlise de condutividade elétrica (CE) e pH de cada parcela foi realizada em
triplicata, utilizando o método descrito por Carmo e Silva (2016).

Na determinacéo do pH em agua e da CE, utilizou-se a relagéo solo: agua de
1:2,5 (10 cm?® de TFSA: 25ml de agua). A mistura solo-agua foi agitada por 30 min,
mantida em repouso por 30 min e agitada por 30 s. Em seguida, procedeu-se a leitura
do pH e da CE. A CE foi determinada em condutivimetro TEC-4MP (Tecnal
Equipamentos Cientificos) e o pH em pHmetro de bancada (Gehaka PG 2000).
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2.6.3. ANALISES MINERAL DE SOLO E FOLHA

Ao final de cada ciclo da cultura do milho foi avaliada a quantidade de matéria
organica (MO) e os teores de macronutrientes (P, K, Ca, Mg e S) no solo conforme
protocolos analiticos descrito por Raij et al. (2001). Para tal, foram realizadas
amostragens do solo na camada de 0-20 cm, sendo coleta dos trés pontos na
entrelinha de cultivo dentro da area util da parcela para formar uma amostra
composta.

Para avaliar o estado nutricional da cultura do milho, foi realizada amostragem
da folha oposta a espiga superior no momento que 50% das plantas (folha diagnose)
encontravam-se pendoadas (Malavolta et al.,1997). Foram coletadas quatro folhas
por parcelas, que compuseram uma amostra composta por parcela.

Depois de lavadas, as amostras foram secas em estufa de circulacao forcada
de ar, a temperatura de 65°C por 72 h, trituradas em moinho tipo Willey e
armazenadas até o momento das analises. Nas amostras das folhas diagnose foram
determinados os teores de N, P, K, Ca, Mg e S, conforme metodologia descrita por
Malavolta et al. (1997).

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
obtidas comparadas pelo teste t-Student (LSD) para o fator aplicacéo de gesso (sem
gessagem e com gessagem), e teste Tukey para o fator manejo de fertilidade
(controle, SMS, SMS+S e SMS+S+CB), ambos testes a 5% de probabilidade,
realizadas no software SisVar verséo 5.7.91. Para a confecgao das figuras se utilizou

o software GraphPad Prism v.9.

3. RESULTADOS

3.1. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

Os dados agrondmicos referentes a altura (H), altura de insercéo da 12 espiga

(H1ESP), didmetro (D), numero de espigas por planta (NEP), numero de folhas (NF)
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e massa de espiga empalhada (MEE) obtidos na 1° e 2° ciclo estdo presentes na
Tabela 2.

Observou-se que os valores de NF, H e ICF obtiveram médias significativas
para efeito isolado da gessagem. A aplicagdo de gesso decresceu em 0,6 NF
avaliadas do 1° ciclo. Entretanto, a gessagem incrementou em cerca de 3,3% para H

obtido no 2° ciclo e 2,51 ICF no 1° ciclo.

Os resultados obtidos em H, HLESP, NF e MEE na semeadura em areas pos
cultivo de cogumelo do Sol sem nenhuma fertilizagdo (SMS) nao diferiram do
tratamento com fertilizacdo mineral recomendada (Controle). Entretanto, no 2°
cultivo, o controle foi superior cerca de 13,14% e 18,84% comparado ao tratamento

SMS para D e ICF, respetivamente.

A adicdo da fertilizacdo mineral, somente em semeadura (SMS+S) ou
presente em semeadura e cobertura (SMS+S+CB) ndo demonstraram diferenca

significativa para D, NEP, NF e MEE comparada ao controle.

Destaca-se também que no 1° ciclo, SMS+S+CB incrementou HIESP em 0,06
m, além de aumentar cerca de 5,2 % NF obtido, ambas variaveis comparadas a

meédia obtida para tratamento controle.

SMS+S+CB apresentou destaque com a maior média obtida para ICF no 1°
ciclo. JA no 22 ciclo, o ICF obtido por plantas cultivadas em parcelas sob efeito de

SMS+S+CB néo diferiram do controle experimental.
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Tabela 2. Altura (H), insercdo da 12 espiga (HLESP), nUmero de espigas por planta
(NEP), numero de fileiras por espiga (NF), massa de espiga empalhadas (MEE) e
indice de clorofila FALKER (ICF) de milho em 2 ciclos em area pos cultivo de
Cogumelo do Sol.

12 ciclo 22 ciclo
Tratamentos Gesso Gesso
Média Média
G+ G- G+ G-
H (m por planta)
Controle 2,00 Aab 2,03 Aa 2,01 2,20 a 2,09 2,14 a
SMS 1,88 Ab 2,06 Aa 1,97 2,06 b 2,07 2,07 ab
SMS+S 2,37 Aa 2,01 Ba 2,19 2,09 ab 2,02 2,05b
SMS+S+CB 2,11 Aab 2,19 Aa 2,15 2,16 ab 2,07 2,12 ab
Média 2,09 2,07 2,13A 2,06 B
C.V. 22,24 8,78
H1ESP (m por planta)
Controle 0,87 Aab 0,80 Bb 84,0b 0,75 74,0 74,0 a
SMS 0,82 Bb 0,89 Aab 85,0 ab 0,73 70,0 71,0 ab
SMS+S 0,93 Aa 0,82 Bb 88,0 ab 0,72 73,0 73,0 ab
SMS+S+CB 0,88 Aab 0,93 Aa 90,0 a 0,69 67,0 68,0 b
Média 0,86 0,88 0,72 0,71
C.V. 14,60 16,25
D (mm por planta)
Controle 19,09 Ba 18,41 Aab 18,75 ab 20,76 a 19,06 1991 a
SMS 16,46 Ab 18,39 Aab 17,42 b 16,77 b 17,62 17,19b
SMS+S 18,40 Aab 17,15 Ab 17,77b 18,89 ab 18,16 18,51 ab
SMS+S+CB 18,66 Aa 19,8 Aa 19,23 a 19,38 a 18,24 18,78 ab
Média 18,15 18,44 18,93 18,27
C.V. 16,47 20,01
NEP (unidade por planta)
Controle 1,37 1,34 1,35 1,25 1,09 1,17
SMS 1,59 1,56 1,57 1,06 1,06 1,06
SMS+S 1,34 1,56 1,39 1,12 1,06 1,09
SMS+S+CB 1,50 1,68 1,59 1,18 1,15 1,17
Média 1,43 1,50 1,15 1,09
C.V. 29,01 20,45
NF (g por planta)
Controle 13,96 Ab 15,06 Ba 14,51 b 14,98 14,56 14,76
SMS 14,43 Aab 14,87Aa 14,54 ab 14,81 15,18 15,00
SMS+S 14,68 Bab 15,56 Aa 15,12 ab 14,81 14,33 14,59
SMS+S+CB 15,34 Aa 15,31 Aa 15,32 a 14,68 14,96 14,82
Média 14,60 B 15,20 A 14,82 14,75
C.V. 10,13 9,04
MEE (g por planta)
Controle 170,62 Aa 130,93 Bb 150,78 ab 191,87 a 137,50 164,68
SMS 102,1 Bb 147,8 Aab 125,0b 134,06 b 138,43 136,25
SMS+S 158,75 Aa 138,12 Ab 148,43 ab 134,06 b 127,57 130,76
SMS+S+CB 157,50Aa 184,37 Aa 170,93 a 164,06 ab 159,37 161,71
Média 147,26 150,31 156,01 140,62
C.V. 46,67 42,46
ICF (por planta)
Controle 51,16 b 48,51 ab 49,83 b 45,09 Aa 41,09 Ba 43,09 a
SMS 47,26 b 48,33 b 47,66 b 32,88b 36,22 b 34,97 b
SMS+S 50,26 b 46,21 b 49,83b 31,09b 33,18 b 32,37b
SMS+S+CB 60,33 Aa 54,48 Ba 57,40 a 42,67 a 41,88a 42,67 a
Média 51,96 A 49,45 B 38,77 37,71
C.V. 12,10 19,61

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD)
(p<0,05). Médias nas linhas, seguidas por letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). G+ = Gessagem, G- = Sem gesso, Controle= Fertilizacdo de semeadura e
cobertura recomendada segundo o Boletim 100, SMS = Area pés cultivo de A. subrufescens, sem
nenhuma fertilizacdo mineral, SMS + S = Area pods cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de
semeadura, SMS + S+ CB = Area p0s cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de semeadura e
cobertura.
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Os valores obtidos de MSPA, PCG, PROD e REND estéo presentes na Tabela

3. Observa-se que nas principais caracteristicas produtivas agronémicas avaliadas,

a aplicacdo de gesso nao apresentou efeito significativo.

Tabela 3. Matéria seca de parte aérea (MSPA), massa de 100 grdos (PCG),

produtividade por planta (PROD) e rendimento (REND) do milho em 2 ciclos em
area pos cultivo de Cogumelo do Sol.

1°ciclo 2° ciclo
Manejo do residuo ) Gesso )
Média Média
G+ G- G+ G-
MSPA (g por planta)
Controle 205,62 Ba 169,68Ab 187,65 ab 234,68 ab 209,06 b 221,87 ab
SMS 122,50 Ab 175,0 Bb 148,75 ¢ 199,68 ab 199,06 199,37 b
SMS+S 188,12 a 159,68 b 173,90 bc 189,84 b 208,78 b 199,46 b
SMS+S+CB 194,06 a 2255a 208,28 a 242,34 a 259,68 a 251,01 a
Média 177,57 181,71 216,64 219,06
C.V. 37,87 34,00
PCG (g por 100 grédos)
Controle 17,42 b 18,10 17,77 b 27,59 a 25,80 a 26,69 a
SMS 19,96 Aa 18,57 B 19,26 a 23,12b 24,47 ab 23,79b
SMS+S 17,03 Bb 18,54 A 17,79b 23,24 b 22,46 b 26,10 b
SMS+S+CB 19,35 Aa 17,33 B 18,34 ab 26,41 a 25,79 a 26,10 a
Média 18,45 18,14 25,09 24,61
C.V. 14,67 13,28
REND (kg ha?)
Controle 6395,76 Aa 4687,45 Bb 5541,61 ab 6278,90 5617,96 ab 5948,43 ab
SMS 3708,29 Bb 5666,61Aab 4687,45 b 5146,13 5232,42 b 5189,27 b
SMS+S 6041,60 a 5249,94ab 5645,77ab 5204,88 5216,28 b 5210,67 b
SMS+S+CB 5916,60 a 6729,09 a 6322,85 a 6260,54 6958,20 a 6609,37 a
Média 5515,56 5583,27 5722,61 5752,03
C.V. 43,11 35,00

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD)
(p<0,05). Médias nas linhas, seguidas por letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). G+ = Gessagem, G- = Sem gesso, Controle= Fertilizacdo de semeadura e cobertura
recomendada segundo o Boletim 100, SMS = Area pds cultivo de A. subrufescens, sem nenhuma
fertilizag&o mineral, SMS + S = Area pos cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de semeadura, SMS
+ S+ CB = Area p0s cultivo de A. subrufescens + fertilizacio de semeadura e cobertura.

O tratamento SMS obteve, para efeitos isolados do manejo de residuo, a maior

média de PCG para o 1° ciclo (19,26 g), valor esse cerca de 8,3% maior que 0

tratamento controle. Porém, no somatério do 1° e 2° ciclo, observa-se que os valores

encontrados de PCG, MAS e REND nao foram incrementados comparadas ao
controle (Figura 5).
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Figura 5. Matéria seca de parte aérea (MSPA) (A) e (D); peso de 100 graos (PCG)
(B) e (E); e rendimento (REND) (C) e (F) de 2 ciclos de milho em sucessao cultivado
sob &rea pos cultivo de cogumelo. Letras minUsculas distintas entre barras diferem,
segundo teste Tukey (p>0,05). Controle= Fertilizacdo de semeadura e cobertura
recomendada segundo o Boletim 100, SMS = Area pés cultivo de A. subrufescens,
sem nenhuma fertilizac&o mineral, SMS + S = Area pés cultivo de A. subrufescens +
fertilizacdo de semeadura, SMS + S+ CB = Area po0s cultivo de A. subrufescens +
fertilizacdo de semeadura e cobertura.

Observa-se também que, em efeitos desdobrados, a aplicacéo de gesso para
o tratamento SMS reduziu a MSPA e REND no 1° ciclo em cerca de 30,0 e 34,5%,
efeitos n&o observados para o 2° ciclo (Tabela 3).

A fertilizacdo de semeadura na area apoés o cultivo de cogumelos (SMS+S)

nao diferiu de controle experimental para os valores de MSPA e REND, em ambos
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ciclos (Tabela 3).

Ressalta-se que, foram obtidos para SMS+S valores de REND de mais de
6000 kg ha, no 1° ciclo, sob efeitos desdobrados com a presenca de gesso. Esses
efeitos contribuiram para que, no somatoério dos ciclos, ndo houvesse diferenca

significativa entre os diferentes manejos adotados (Figura 5).

Entretanto, o PCG obtido em SMS+S foi reduzido no 2° ciclo na comparacéao
com controle em cerca 3,84 g (efeitos isolados, Tabela 3), tal condigcéo citada reflete
na reducdo apresentada na Figura 5 (Gréfico E) quando somadas os cultivos

experimentais do milho.

Foi possivel observar que, 0s ciclos sucessivos em &rea pos cultivo de
cogumelo com a fertilizacdo de semeadura e cobertura (SMS+S+CB) aumentaram
MSPA no 1° e 2° ciclo (Tabela 3) e em ambos somados (Figura 5). O tratamento
SMS+S+CB incrementou em média cerca de 55,58 g por planta comparadas ao
controle (Figura 5, Grafico D). O PCG e REND nao apresentaram diferenca média

significativas comparadas ao controle para este tratamento.

3.2. CONDUTIVIDADE ELETRICA E pH DO SOLO

Observa-se na Tabela 4 os valores médios de condutividade elétrica e pH da

solucéo do solo obtidos na experimentacéao.

Durante os cultivos foi observado que, os valores médios de pH e CE foram
reduzidos. Inicialmente, pH e CE obtiveram no 1° ciclo valores de 6,37 e 130,18 uS
cml, respetivamente, enquanto os valores do 2° ciclo resultaram em pH de 6,27 e
CE de 89,36 uS cm-.

A aplicacéo de gesso influenciou na CE (22 ciclo). Foi possivel observar que a

gessagem incrementou em cerca de 19,52 uS cm* a CE.

O SMS também impactou em pH e CE. Foram observados os maiores valores
de pH no 12 ciclo para as parcelas cultivadas sob os tratamentos SMS e SMS+S (6,62
e 6,48, respetivamente). O maior valor obtido no 22 ciclo de CE foi referente as
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meédias de parcelas cultivadas em areas poés cultivo de cogumelo.

Tabela 4. Condutividade elétrica e pH do solo de 2 ciclos de milho em sucessao
cultivado sob area p0s cultivo de cogumelo

12 ciclo 22 ciclo
Manejo do residuo Gesso ) Gesso )
Média Média
G+ G- G+ G-
pH em H,O
Controle 6,20 bc 6,30 6,25 bc 6,26 A 6,01 Bb 6,14 b
SMS 6,69 a 6,55 6,62 a 6,21 6,36 a 6,28 ab
SMS+S 6,45 ab 6,51 6,48 ab 6,38 6,32 a 6,35a
SMS+S+CB 5,89 Bc 6,42 A 6,15 ¢ 6,26 6,37 a 6,32 a
Média 6,31 6,44 6,28 6,26
C.V. 3,98 1,97
CE (uScm™)
Controle 96,00 Bb 168,75 Aa 132,37 ab 74,75 b 62,75 68,75 b
SMS 146,0 a 123,00 ab 134,50 ab 136,25 a 86,25 111,25 a
SMS+S 96,75 b 93,25 b 95,00 b 70,25 b 81,15 75,70 b
SMS+S+CB 232,25 Aa 85,50 Bb 158,87 a 115,25 a 88,25 101,75 a
Média 142,75 117,62 99,12 A 79,60 B
C.V. 27,35 20,03

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD)
(p<0,05). Médias nas linhas, seguidas por letras minUsculas distintas, diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). G+ = Gessagem, G- = Sem gesso, Controle= Fertilizacdo de semeadura e cobertura
recomendada segundo o Boletim 100, SMS = Area pds cultivo de A. subrufescens, sem nenhuma
fertilizacdo mineral, SMS + S = Area pés cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de semeadura,
SMS + S+ CB = Area pos cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de semeadura e cobertura.

3.3. MATERIA ORGANICA E TEORES DE NUTRIENTES NO SOLO E NAS
FOLHAS

Os resultados de matéria organica e teores de nutrientes do solo e folha estéo

contidos nas Tabelas 5 e 6, respetivamente.

De acordo com Raij et al. (1997) a interpretacdo do solo inicial (Tabela 1)
apresentou para o solo controle na camada de 0-20 cm teores muito baixos e baixos
para P e K, teores médios para Mg e teores elevados para Ca e S. Para a area SMS,

os teores foram apresentados como médios para P, K e Mg, e elevados para Ca e S.

Apesar dos teores dos macronutrientes serem inicialmente incrementados (P
e K passaram de muito baixo e baixo respectivamente, para teores médios) com a
adicdo do cultivo do cogumelo na é&rea, de forma geral, as classificacbes de
interpretacdo avaliadas foram prejudicadas, para todos nutrientes (exceto Mg, no 1°
ciclo, para tratamento SMS, que passou de teores médios para elevados)
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Tabela 5. Teores de matéria organica e macronutrientes do solo em cultivo milho em
12 e 22 ciclo em area apos o cultivo de Cogumelo do Sol em fungéo dos tratamentos
avaliados

1° ciclo 2° ciclo
Tratamentos + Gesso . Média - Gesso . Média
Matéria organica (g dm=3)
Controle 7,28 8,78 8,03 9,00 8,14 8,57
SMS 9,00 9,21 9,10 8,78 10,28 9,53
SMS+S 8,46 7,71 8,08 7,92 11,03 9,48
SMS+S+CB 8,03 6,85 7,44 8,67 7,49 8,08
Média 8,19 8,14 8,59 9,24
C.V. 23,51 18,49
Fésforo (mg dm)
Controle 4,91 4,87 4,89 4,84 b 4,85 4.84b
SMS 5,04 5,09 5,06 4,90 ab 4,95 4,92 a
SMS+S 5,00 4,91 4,95 4,92 ab 4,91 4,91 ab
SMS+S+CB 4,90 4,90 4,90 4,98 a 4,92 4,95 a
Média 4,96 4,94 4,91 4,91
C.V. 2,12 0,63
Potéssio (mmol, dm-)
Controle 1,93 1,77 1,85 1,29 1,15 1,22
SMS 1,67 2,35 2,01 1,07 1,93 1,50
SMS+S 1,79 1,52 1,66 1,38 2,01 1,69
SMS+S+CB 1,07 1,74 1,41 1,37 1,59 1,48
Média 1,61 1,85 1,28 1,67
C.V. 27,85 24,94
Calcio (mmolg,edm3)
Controle 28,66 28,75 28,90 15,37 19,06 17,22 b
SMS 92,94 50,34 71,64 37,70 32,52 3511a
SMS+S 58,66 34,25 46,45 27,33 30,84 29,09 ab
SMS+S+CB 37,77 30,58 34,18 35,20 30,35 32,77 ab
Média 54,51 35,98 28,90 28,19
C.V. 48,92 24,55
Magnésio (mmol, dm3)
Controle 7,77 5,87 6,82 5,73 4,80 5,27
SMS 7,40 9,58 8,49 5,68 4,44 5,06
SMS+S 6,65 6,79 6,72 6,79 4,37 5,58
SMS+S+CB 4,57 6,96 5,76 5,97 4,96 5,46
Média 6,60 7,30 6,04 A 4,64 B
C.V. 19,55 8,88
Enxofre (mg dm)
Controle 2,00b 12,05a 7,06 a 153b 4,86 3,20
SMS 297b 2,74 b 2,86 b 9,84 a 2,21 6,03
SMS+S 514 a 1,71b 3,43 b 3,01b 1,46 2,24
SMS+S+CB 6,44 a 2,30b 4,37b 4,22 ab 1,43 2,82
Média 4,14 4,70 4,65 2,49
C.V. 15,28 38,77

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD)
(p<0,05). Médias nas linhas, seguidas por letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). G+ = Gessagem, G- = Sem gesso, SMS = Area pos cultivo de A. subrufescens, sem
nenhuma fertilizacdo mineral, SMS + S = Area pds cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de
semeadura, SMS + S+ CB = Area po6s cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de semeadura e
cobertura.

Comparados com o controle, de acordo com o teste estatisticos proposto,

nota-se que as reducdes de P e Ca foram menos drasticas para o tratamento SMS
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(2° ciclo). Os teores de Ca para SMS foram cerca de 50% maior do que controle.

Os teores médios de macronutrientes foliares avaliados seguem na Tabela 6.

Tabela 6. Teores de macronutrientes foliares do cultivo de milho em 1° e 2° ciclo em area

apos o cultivo de Cogumelo do Sol em funcdo dos tratamentos avaliados

Analise. Mineral Foliar

12 ciclo 22 ciclo

Manejo do SMS Gesso i Geso Média
Média ; N

+

Nitrogénio (g kg™

Controle 10,85 12,60 11,72 15,40 a 14,00 14,70 a
SMS 13,30 11,20 12,25 10,50 b 12,60 11,55b
SMS+S 11,55 14,00 12,77 11,20 b 13,30 12,25 ab
SMS+S+CB 11,20 14,00 12,60 13,30 ab 15,40 14,35 a
Média 11,72 12,95 12,60 13,82
C.V. 13,4 8,79
Fosforo (g kg?)
Controle 1,43 1,32 1,37 1,14 1,14 1,14
SMS 1,21 1,22 1,21 1,31 1,21 1,26
SMS+S 1,33 1,38 1,35 1,28 1,13 1,21
SMS+S+CB 1,29 1,20 1,25 1,28 1,35 1,32
Média 1,32 1,28 1,26 1,21
C.V. 11,94 12,97
Potassio (g kg™
Controle 8,86 8,43 8,65 4,40 8,76 6,58
SMS 7,46 4,20 5,83 7,41 4,87 6,14
SMS+S 7,58 7,19 7,38 6,90 7,70 7,30
SMS+S+CB 8,03 9,86 8,94 8,06 7,36 7,71
Média 7,98 7,42 6,69 7,17
C.V. 28,75 22,70
Caélcio (g kg™)
Controle 1,33 1,22 1,28 2,02 4,52 3,27
SMS 1,40 1,52 1,46 1,32 1,08 1,20
SMS+S 1,43 1,41 1,42 1,26 0,94 1,10
SMS+S+CB 1,53 2,44 1,98 1,61 1,48 1,58
Média 1,42 1,65 1,55 2,00
C.V. 60,04 65,16
Magnésio (g kg™)
Controle 5,91 6,44 6,17 12,20 19,34 15,77
SMS 5,73 5,50 5,62 4,23 5,71 4,97
SMS+S 6,77 6,69 6,73 6,90 4,29 5,59
SMS+S+CB 6,59 12,88 9,74 10,08 10,35 10,21
Média 6,25 7,88 8,35 9,92
C.V. 60,51 58,06
Enxofre (g.kg™?)
Controle 1,17 1,14 1,16 1,08 1,18 1,13
SMS 1,39 1,06 1,23 1,35 1,09 1,22
SMS+S 1,23 1,19 1,21 1,36 1,11 1,23
SMS+S+CB 1,16 1,13 1,15 1,07 1,22 1,14
Média 1,13 1,24 1,21 1,15
C.V. 9,35 10,54

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD) (p<0,05). Médias
nas linhas, seguidas por letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). G+ =
Gessagem, G- = Sem gesso, SMS = Area pos cultivo de A. subrufescens, sem nenhuma fertilizagdo mineral, SMS
+ S = Area po6s cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de semeadura, SMS + S+ CB = Area p6s cultivo de A.
subrufescens + fertilizagdo de semeadura e cobertura.
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Assim como no solo, os teores de suficiéncia dos macronutrientes (Malavolta
et al.,, 1997) se mantiveram abaixo do adequado para todos os macronutrientes

(exceto para Mg).

Perante ao teste estatistico proposto, nota-se somente diferenca estatistica
para teores de N foliar (Tabela 6). Foram obtidas reducées de 3,15 g kg de N para
o tratamento SMS (sem fertilizacdo), comparado ao controle experimental, no 2°

ciclo, demonstrando a sensibilidade do fornecimento de N sem a fertilizagao mineral.

DISCUSSAO

4.1. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

O gesso além de fonte de enxofre para o milho, tem o objetivo de melhorar as
condicdes fisicas do solo e proporcionar um ambiente favoravel ao crescimento e
desenvolvimento das lavouras (Khan e Jan, 2018). A gessagem, apresentou alguns
acréscimos agronémicos como os reportados para H (2° ciclo) e ICF (1° ciclo) (Tabela

2), porém insuficientes para obter significancia em MSPA, PCG ou REND.

Avaliando a resposta da aplicacdo de gesso em um sistema produtivo em
Argissolo de textura arenosa sob plantio direto no bioma Pampa Brasileiro, Alves et
al. (2021) obtiveram efeitos adversos nos rendimentos do milho com a prética da

gessagem nos primeiros cultivos avaliados.

Alves et al. (2021) ainda sugerem que em solos de textura arenosa, com CTC
baixa (<70,5 mmol ¢ dm %) ndo seriam adequadas a aplicacdo de gesso para o
aumento do rendimento das culturas. A mesma condicdo se aplica a é&rea

experimental estudada, e justifica os resultados obtidos neste trabalho.

A semeadura em areas pos cultivo de cogumelo sem fertilizacdo obteve um
PCG superior no 1° ciclo (Tabela 3) além de néo diferir estaticamente o PCG e REND

no somatdério dos ciclos para o tratamento controle (Figura 5).

Gobbi et al. (2015) demonstraram que o SMS é um substituto adequado para
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fertilizantes minerais para alface e alho-por6. Este estudo sugere que, é possivel
obter rendimentos interessantes para a producdo sem a fertilizacdo mineral, porém

insuficientes para se elevar a produtividade ao longo dos ciclos.

Cabe ressaltar ainda que, esse resultado possivelmente ndo foi mais
expressivo que o comparado a literatura, pois a area néo tinha histérico agricola, e

possuia condicdes de degradacao e baixos teores de P e K no solo (Tabela 1).

Comparado o rendimento com outros residuos utilizados para fertilizagdo no
Estado de Sao Paulo como o Biochar, um produto rico em carbono obtido por pirdlise,
Puga et al. (2020) encontraram rendimentos médios de 5026 kg ha* para o milho
aplicado Biochar em combinacdo com fertilizacdo nitrogenadas e potassicas em

semeadura e cobertura.

O resultado dessa pesquisa para o tratamento somente com SMS obteve
rendimentos médios de 4938,36 kg hal, sem nenhuma fertilizacdo mineral aplicada,
destacando a boa condi¢cao agronémica proporcionada pela reutilizacdo dessa area
e que o desempenho do SMS como fertilizante organico para a produgéo de milho a

principio é satisfatorio.

O SMS é uma fonte de matéria organica estabilizada, através de um longo
processo de compostagem realizada antes do cultivo (Paula et al., 2017). Becher et
al. (2021) demostraram que SMS de Agaricus bisporus € rico em matéria organica e
acidos humicos, caracterizando a alta qualidade do residuo para introducao direta ao
solo. O A. bisporus é um cogumelo que possui 0s processos de compostagem, adicao
de camada de cobertura e colheita semelhantes ao cogumelo A. subrufescens (Dias

etal., 2013), acarretando em residuo com propriedades fisico-quimicas semelhantes.

A fertilizacdo de semeadura (SMS+S) e cobertura (SMS+S+CB) acarretaram
nos principais incrementos agronémicos obtidos presentes nas Tabelas 3 e 4.
Destaca-se também a maior média significativa de MSPA obtidas para o tratamento
SMS+S+CB, além dos resultados indiferentes de MSPA e REND obtidos por SMS+S,

comparados ao controle, ao longo dos ciclos (Figura 5).

Os beneficios de praticas de adi¢cdo de fertilizantes minerais associados a

préatica de aplicagcdo do SMS ja sédo conhecidos pela literatura, como mostram 0s
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trabalhos de Coles et al. (2020), Zied et al. (2021) e Kwiatkowski e Harasim (2021).

No cultivo do milho no Estado de Sao Paulo, cerca de 65 e 28 % da adubacéo
nitrogenada e potdssica recomendada pelo Boletim 100, respetivamente, sao
aplicadas em cobertura (Raij et al., 1997). Rabelo et al. (2017) considerou que a
aplicacdo de ureia e cloreto de potassio para o milho custa ao produtor cerca de
35,63% dos custos de insumos, o que gera um montante de R$937,20/ha (R$ 665,00
provenientes dos custos de aquisicdo da ureia e R$272,20 restante do cloreto de

potassio).

Portanto, uma reducao da fertilizacdo de cobertura geraria uma economia de
R$ 486,69/ha, situacdo possivel com a recuperacéo de areas de cogumelo com parte

da fertilizacdo recomendada somente na semeadura (SMS+S).

Cabe ressaltar ainda que, a fertilizacdo de cobertura contribui para a emisséo
de gases poluentes do aquecimento global (Lykhovyd, 2021) perda de parte da
lavoura por injurias causadas pelo maquinario e custos com mao de obra (Wang et
al., 2015). Logo sugere-se que a reducado da fertilizacdo de cobertura no milho em
manejo de areas apos o cultivo do cogumelo do sol possa ser relevante para se
aumentar a sustentabilidade sem reducdes drasticas nos principais atributos

agrondémicos do milho.

Ressalta-se também que é possivel implementar um modelo eficiente para
producdo de Cogumelo do Sol-Milho com o manejo baseado no tratamento
SMS+S+CB, devido aos incrementos significativos de MSPA. Coles et al. (2020) em
trabalho de aplicagédo de SMS de A. bisporus no milho em sistema de plantio direto,
demonstrou que a retirada de 70 a 100% da palha de milho gerada no campo para a

producdo do cogumelo nao afeta a sua produtividade, quando fertilizada com SMS.

A fertilizac&o de cobertura acrescenta maior quantidade de palha (diretamente
correlacionada com MSPA) em areas que contem o SMS, que por sua vez, pode ser
reutilizada para a producao de substratos para os cogumelos, e ao final do ciclo, se
tornam fertilizantes organicos para o milho e propiciam uma economia circular na
producéo. Esse sistema apresenta uma maior vantagem ainda pois, os residuos no

inicio do cultivo, sao dispostos diretamente ao solo.



46

4.2. CONDUTIVIDADE ELETRICA E pH DO SOLO

O pH do solo é provavelmente a medi¢cao mais informativa que pode ser feita

para determinar as caracteristicas do solo de acidez por H* (Thomas, 1996).

A faixa de valores de pH obtida neste trabalho (5,89 a 6,69) se classificam em
uma faixa de valores de acidez fraca (Vasconcellos et al., 1982). Sirisuntornlak et al.
(2020) reporta que o pH ligeiramente acido € o mais adequado para a producao do
milho. Portanto, apesar de médias significativas, o resultado de pH obtidos nesta

pesquisa se mantém dentro dos limites aceitaveis.

A CE é uma medida substituta de salinidade (Corwin, Yemoto, 2020). Foi
reportado essa preocupacao por diversos autores com a utilizagdo de SMS para
fertilizacdo vegetal, por sua composi¢cdo possuir elevados teores de sais,
principalmente os altos teores K disponivel (Meng et al., 2018; Meng et al., 2019;
HfebecCkova et al., 2020)

A faixa de valores de CE obtidos nesta experimentacao foi entre 62,75 (para
controle, sem aplicacdo de gesso, no 2° ciclo) e 235,25 uS cm (para SMS+S+CB,
com aplicacdo de gesso, no 12 ciclo). Oliveira et al. (2002) obtiveram uma CE para

latossolos sob nenhum efeito de fertilizacéo valores entre 70,8 a 127,3 uS cm™.

Para um solo ser considerado salino deve possuir CE maior que 4000 uS cm-
1 (Pereira, 1998). O SMS de Agaricus subrufescens avaliado isoladamente possui CE
maior que 4000 uS cm (Hfebeckova et al., 2020), condigédo 17 vezes maior do que

a mais elevada CE obtida nesta pesquisa.

O solo apresentou um efeito redutor do potencial de salinidade do residuo,
condicdo interessante para a implantacdo do sistema integrado nessas areas. Os
solos da regidao do Oeste Paulista, em grande parte sdo caracterizados como areas
marginalizadas, e sdo um problema por serem caracterizados improdutivos e

suscetiveis a degradacgédo e erodibilidade (Cordeiro e Echer, 2019).
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4.3. MATERIA ORGANICA E TEORES DE NUTRIENTES NO SOLO E NAS
FOLHAS

Foi possivel somente observar efeito do gesso para os teores de Mg no solo
(2° ciclo) (Tabela 5).

O gesso nao possui MgO em sua composicdo e 0 mesmo € responsavel pela
lixiviacdo de céations para as camadas mais profundas do solo, tais como Al3*, Ca%*e
Mg?* (Bossolani et al., 2018).

Gesso aplicado sucessivamente também fornece Ca?*, que em altas
guantidades no solo, promove a lixiviacdo de Mg?* (Prakash et al., 2020), condicdo
nao observada nessa pesquisa.

Experimentos avaliando a aplicacdo de gesso demonstram que Mg é reduzido,
e nao incrementado com a gessagem (Alves et al.,, 2021; Pias et al., 2020),

contrariando os resultados obtidos neste trabalho.

Portanto, sugere-se gue novos estudos sobre os efeitos do gesso em manejos
gue possuem o0 SMS por longos ciclos possam ser interessantes para elucidacao

destes mecanismos.

Os niveis de N foliares foram os menores obtidos quando plantas de milho
foram cultivadas sob tratamento SMS, no 22 ciclo (Tabela 6). Nitrogénio € o nutriente
mais importante para as plantas, pois desempenha um papel vital no crescimento e

desenvolvimento vegetal (Louarn et al., 2021)

O SMS de A. subrufescens ndo é um bom fornecedor de N, e em um periodo
inicial apresenta até taxas de imobilizacdo de N (Hfebeckova et al., 2020, Medina et
al., 2012; Stewart et al., 1997).

Lou et al. (2017) avaliaram a composicao de diversos compostos exaurido de
cogumelos e concluiram que o uso combinado de ureia com o SMS fornece ao solo
um N mineral aprimorado por mais tempo, justificando os teores de N superiores
obtidos em SMS+S e SMS+S+TD no 22 ciclo.
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5 CONCLUSAO

O manejo integrado do milho reaproveitando as areas apos colheita de A.
subrufescens se manteve em faixas de pH e CE adequadas para o desenvolvimento

do milho.

A adicdo de gesso em associagcdo com SMS nédo promoveu melhora nos

principais parametros agrondémicos avaliados.

O manejo SMS+S+CB demonstrou-se uma alternativa para produzir maior
MSPA do que somente a fertilizacdo recomendada mineral. Essa condicao possibilita

desenvolver modelos econémicos circulares entre cogumelo-milho.

Somente a fertilizacdo de semeadura (SMS+S) nao difere estatisticamente no
somatario dos ciclos para os componentes produtivos MSPA e REND. Entretanto, 0s
teores de nitrogénio foliar foram mais prejudicados na auséncia da fertilizacao mineral

de cobertura, o que pode se tornar critico para a producéo do cereal.

O milho semeado nas areas apos a colheita de A. subrufescens apresentou
dados produtivos relevantes para o Estado de S&o Paulo, porém em termos de
fertilidade do solo e nutricdo vegetal ndo supriu adequadamente as necessidades da

cultura.

Sugere-se para estudos futuros, além da incorporacdo de outras culturas,
como as leguminosas no manejo integrado, em especifico, a disponibilidade mineral
durante o desenvolvimento vegetal e a quantidade de extragdo e exportacdo dos

nutrientes para se compreender a dinamica mineral no ciclo produtivo.
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CAPITULO 3 — ASPECTOS MICROBIANOS E POTENCIAL BIOTECNQLOGICO
DE FUNGOS ENDOFITICOS DO MILHO CULTIVADO EM SUCESSAO AO
COGUMELO DO SOL A CAMPO

RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi estimar a microbiota do solo do cultivo
do milho em manejo integrado com A. subrufescens, a frequéncia de colonizacao
endofitica e o potencial biotecnoldgico de isolados fungicos, em um sistema continuo
de cultivo. O experimento ocorreu em dois cultivos (1° e 2° ciclo), em um sistema
continuo (cogumelo-milho-milho), posterior a colheita do Cogumelo do Sol. Os
experimentos consistiram de um fatorial duplo (2 x 4), sendo: gesso (presenca e
auséncia) e manejo da fertilidade (tratamento controle, area pdés cultivo de cogumelo
‘SMS’, area pos cultivo de cogumelo + adubagdo de semeadura ‘SMS+S’, area pos
cultivo de cogumelo + adubacdo de semeadura + adubacdo de cobertura
‘SMS+S+CB). No estagio VT da cultura foram avaliados via diluicdo seriada, unidade
formadora de coldnia do solo (UFC), frequéncia endofitica (FC) de fungos e bactérias,
e os fungos endofiticos isolados provenientes do efeito de areas pdés cultivo de
cogumelo foram selecionados e avaliados patogenicidade, crescimento micelial e
taxa de crescimento (TCM). Foi observado que a aplicacdo de gesso e fertilizantes
influencia nas unidades formadora de colénia (UFC) obtidas no 12 ciclo de milho,
porém essas diferencas sdo mitigadas no 2° ciclo. A FC bacteriana nao diferiu em
nenhum tratamento proposto para efeitos isolados nos dois ciclos. Entretanto a FC
fungica da raiz foi mais elevada em tratamentos que foram semeados em area poés
cultivo de cogumelo e FC fungica foliar reduzida quando aplicado gesso. Cerca de
95% dos isolados endofiticos obtidos ndo apresentaram patogenicidade e se
mostraram promissores em meios de cultivo in vitro. O | 38 apresentou 0 maior
crescimento micelial em 48 e 72 h, além do maior TCM obtido. Conclui-se que as
praticas antropicas de manutencdo da fertilidade e aplicacdo de gesso afetam a
microbiota do solo e endofitica e que as areas p0és cultivo de cogumelo do sol
favorecem a UFC e FC radicular para fungos. Grande parte dos isolados endofiticos
fungicos obtidos nessa pesquisa ndo patogénicos e alguns possuem 6timas
caracteristicas de crescimento micelial in vitro.

Palavras-chave: microbiologia do solo, potencial biotecnoldgico, micobioma,
endofitismo, diluicdo seriada.
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CHAPTER 3 - MICROBIAL ASPECTS AND BIOTECNOLOGIC POTENTIAL
OF ENDOPHITIC FUNGI ON MAIZE CULTIVATED IN SUCCESSION TO THE SUN
MUSHROOM IN THE FIELD

ABSTRACT: The objective of the present work was to estimate the soil microbiota of
maize cultivation in an integrated system with A. subrufescens, the frequency of
endophytic colonization and the biotechnological potential of fungal isolates. The
experiment took place in duplicate (1st and 2nd corn) in a continuous cultivation
system. The experiments consisted of a double factorial (2 x 4), being: gypsum
(presence and absence) and fertility management (control ‘recommended
fertilization', mushroom post-growing area ‘SMS’, mushroom post-growing area +
sowing fertilization ‘SMS+S’, post-fertilization area. mushroom cultivation + sowing
fertilization + top dressing ‘SMS+S+CB’). In the maize tassel stage, they were
evaluated via serial dilution, soil colony forming unit (CFU), endophytic frequency (FC)
of fungi and bacteria, and endophytic fungi isolated from the effect of post-growing
mushroom areas were selected and evaluated for pathogenicity, mycelial growth and
growth rate (TCM). It was observed that the application of gypsum and fertilizers
influence the CFU obtained in the 1st corn crop, but these differences are mitigated
in the 2nd crop. Bacterial FC did not differ in any treatment proposed for isolated
effects in the two crops. However, root fungal FC was higher in treatments that were
sown in an area after mushroom cultivation and leaf fungal FC reduced when gypsum
was applied. About 95% of the endophytic isolates obtained were not pathogenic and
showed promise in vitro culture media. | 38 showed the greatest mycelial growth at
48 and 72 h, in addition to the highest TCM obtained. It is concluded that the anthropic
practices of maintenance of fertility and application of gypsum affect the soil and
endophytic microbiota and that the areas after cultivation of mushroom of the sun
favor the CFU and FC root for fungi. Most of the fungal endophytic isolates obtained
in this research are non-pathogenic and some have excellent in vitro mycelial growth
characteristics.

Keywords: soil microbiology, biotechnological potential, mycobiome, endophytism,
serial dilution
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1. INTRODUCAO

Microbios dominam a biodiversidade do planeta e impulsionam as funcbes
essenciais do sistema terrestre (Geisen, 2021). Essa microbiota é fonte de produtos
biotecnolégicos, porém sado processo complexos que exige compreensdo das

comunidades ecoldgicas (Sessitsch et al., 2019).

Estimativas dessa comunidade microbiana presente no solo podem ser
realizadas com técnicas de diluicdo seriada e contagem das unidades formadora de
colénia (UFC). Atrelado a essa condi¢cdo, microrganismos presentes em tecidos
internos vegetais, conhecidos como endofiticos, também s&o influenciados por

efeitos diretos no solo e podem ser mensurados (Anjum et al., 2019).

Endofiticos sdo capazes de elicitar hormbnios vegetais e compostos
benéficos, controlar pragas e doencas e, consequentemente, promover o

crescimento vegetal (Bilal et al., 2018; Huang et al., 2020; Rai et al., 2021)

Os fungos sao um importante grupo dentro desses microrganismos. Estima-
se gue fungos enfiticos tém se associados a plantas ha mais de 400 milhées de anos
(Krings et al., 2007). Grande gama desses fungos sdo Ascomycota, porém € possivel
encontrar diversos taxons de Basidiomycota, Zygomycota e Oomycota (Sun e Guo,
2012).

O milho é um dos cereais mais cultivados no mundo (USDA, 2021), o qual
possui diversos trabalhos referente a utilizacdo de fungos endofiticos como promotor
de crescimento (Mehmood et al., 2018; Jan et al., 2019; Miirsam et al., 2021). Porém,
a literatura é escassa sobre o impacto do residuo pds colheita de cogumelo

(conhecido Spent Mushroom Substrate - SMS) na cultura do milho.

Em contrapartida, pesquisadores ja demonstraram que o0 SMS pode
aprovisionar uma microbiota que promova o crescimento vegetal e o antagonismo
contra fitopatdgenos (Wang et al., 2020; Singh et al., 2021). O tradicional promotor
de crescimento vegetal encontrado no SMS, é o Trichoderma, ja reportado

endofiticamente em outras pesquisas (Singh et al., 2018).

Com isso, este trabalho hipotetiza-se que a microbiota do solo e endofitica
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possam ser incrementadas quantitativamente, e que esses microrganismos isolados
possuem caracteristicas relevantes para o cultivo do milho. O objetivo da pesquisa é
estimar a microbiota do solo cultivAvel da producdo de milho em manejo integrado
com A. subrufescens, a frequéncia de colonizacdo endofitica e o potencial

biotecnoldgico in vitro de isolados fungicos endofiticos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. LOCAL DA EXPERIMENTACAO

O experimento foi conduzido a campo, e as analises foram realizadas nos
Laboratérios de Microbiologia Agropecuaria e na Clinica de Fitopatologia da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Tecnoldgicas, da Universidade Estadual Paulista -
Campus Dracena (Latitude 21° 29’ S e Longitude 51° 52’ W, Altitude média: 420m).

2.2. CONDUCAO DA EXPERIMENTACAO A CAMPO

O experimento realizado compreende ao Capitulo 2 descrito neste trabalho.
Resumidamente, foram conduzidos em uma area pés cultivo de Cogumelo do Sol, o
hibrido de milho K9606 VIP da KWS®, por duas ciclos consecutivas. Foi adotado o
delineamento em blocos causalizados (DBC), em fatorial 4 x 2 (quatro manejos de
SMS x com e sem aplicacdo de gesso agricola), contendo quatro repeticbes e

totalizando 32 unidades experimentais por ciclo.

Os tratamentos foram descritos como: T1- Controle Experimental (Controle),
fertilizagdo seguindo as recomendagOes do Boletim 100 (Raij et al., 1997); T2-
Controle Experimental + aplicacdo de gesso agricola (G+Controle) baseado nas
recomendacdes de Vitti et al. (2008); T3- Semeadura do milho na area poés cultivo de
A. subrufescens, sem nenhuma fertilizagdo mineral (SMS); T4- SMS+ fertilizacao de

semeadura recomendada pelo Boletim 100, somente (SMS+S); T5- SMS+S +
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fertilizacdo de cobertura recomendada pelo Boletim 100 (SMS+S+CB); T6- SMS +
aplicacdo de gesso agricola (G+SMS); T7-SMS+S + aplicacdo de gesso agricola
(G+SMS+S) e T8- SMS+S+CB + aplicagcdo de gesso agricola (G+SMS+S+CB).

Os experimentos foram conduzidos entre os meses de agosto de 2020 a maio
de 2021.

2.3. MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Para realizar a contagem e isolamento dos microrganismos envolvidos na
dindmica do sistema produtivo, foram utilizados meios seletivos descritos em Régo
et al. (2018).

Para bactéria, foi utilizado o meio de cultura Plate Counter Agar (PCA).
PCA (APHA e ISSO 4833) - KASVI

Tryptone (5,0 g/l)
Glucose (1,0 g/l)
Yeast Extract (2,5 g/l)
Agar (15 g/l)

pH 7,0 (25°C)

J& para o cultivo de fungos, foi utilizado o meio Sabouraud enriquecido com

bactericida Cloranfenicol.
Meio Sabouraud CAF Agar — KASVI

Enzymatic Digest of Casein (5,0 g/l)
Enzymatic Digest of Animal Tissue (5.0 g/l)
Glucose (40.0 g/l)

Cloramphenicol (0.5 g/l)

Agar (15.0 g/l)

pH 5.6 (25°C)
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Todas as andlises seguiram, os procedimentos indicados por seus fabricantes
para a avaliacdo. Portanto, para o crescimento bacteriano, as placas foram incubadas

por 48 h a 35,5°C e para crescimento fungico, foram incubadas por 72 h a 28°C.

2.4. CONTAGEM DE UFC DO SOLO E DA RIZOSFERA

No estadio de pendoamento (VT) do milho foram coletadas as amostras de

solo e rizosfera, no 1° e 2° ciclo.

Para o solo, foram realizadas amostragens do solo na camada de 0-20 cm,
sendo coleta dos trés pontos na entrelinha de cultivo dentro da area util da parcela
para formar uma amostra composta. A amostragem da rizosfera consistiu na coleta

do solo aderido as raizes.

Para obtencdo da amostra de solo rizosférico, as raizes de trés plantas de
milho dentro da area util da parcela foram fortemente agitadas em saco plastico

estéril e geraram uma amostra composta.

Durante a coleta, o solo das parcelas amostradas foi mantido resfriado em
caixa térmica com gelo, e posteriormente homogeneizado e, em seguida, foi retirado
uma aliquota de 10 gramas de solo. Esse solo foi diluido em 100 mL de agua (diluicdo
107) e, posteriormente, aplicada a diluicdo em série, até a diluicdo de trabalho. Para
essa avaliacdo foram adotados os procedimentos metodolégicos adaptados

descritos em Cavaglieri et al. (2009).

Foi considerado a diluicdo seriada de 10 para a quantificacdo geral da
microbiota. Foram realizadas duplicata de cada amostras. O meétodo de
plaqueamento utilizado foi o em profundidade (método pour plate) em meio seletivo
para crescimento bacteriano (PCA) e fungico (Sabourand). Os dados obtidos foram

expressos em 103UFC g. solo™.
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2.5. FREQUENCIA DE COLONIZACAO ENDOFITICA E ISOLAMENTO FUNGICO

No estéadio de pendoamento (VT) do milho, foram isolados os microrganismos

baseando-se na metodologia adaptada contida em Hallman et al. (2006).

A avaliacao consistiu na coleta de folhas e raizes do milho, e posteriormente,
em camara de fluxo laminar, na desinfecédo de estruturas vegetal externa por meio
de imersdes sucessivas em etanol 70% (1 min) e hipoclorito de sodio 2% (2 min),

seguido de dois enxagues em agua destilada autoclavada (Figura 1).

Hipoclorito de L 1 :
i RS

Agua deionizada !
_

Retirada da
aliquota (Ultima
lavagem

Fragmento #
vegetal

Fragmenta;é
plagueamento

Figura 1. Metodologia utilizada para avaliacdo de frequéncia de colonizacéo

endofitica dos fragmentos vegetais.

A cada avaliagéo, todo material usado para esterilizagdo era substituido. A
eficacia deste processo de desinfecdo da superficie externa vegetal foi constatada
através de aliquotas (0, 05 ml) de agua destilada que foram utilizadas nesta ultima

lavagem, realizando o plagueamento nos meios de cultura BDA.

Desinfetada a superficie externa, as amostras foliares e radicular foram
fragmentadas e plaqueadas. Oito fragmentos foram acondicionados equidistantes

em cada placa contendo o meio de cultura especifico, para a colonizacdo dos
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microrganismos que se encontram endofiticamente na planta. Todo esse

procedimento ocorreu em triplicata.

Para avaliacao, foi realizada a analise de frequéncia de colonizacao (FC%)
conforme equacéo a seguir, de acordo com Petrini et al. (1991):

FC (%) = (NCOL/ NFRAG) *100

em que:

FC= Frequéncia de colonizacdo de oito fragmentos (%) NCOL = numero de

fragmentos colonizados por placa e NFRAG = fragmentos totais inoculados

As placas foram monitoradas diariamente pelo periodo de 48 h (bactéria) e 72
h (fungo). Todos os fragmentos que apresentaram crescimento fungico ou bacteriano
foram contabilizados. Portanto, considerou-se 100% aqueles apresentaram o0s 0itos

fragmentos com colonizacdo em cada placa.

Apo6s plagueamento no meio especifico com as condi¢cdes ideias para
crescimento (item 2.3.), os fungos endofiticos que diferiram em aspectos visuais
foram purificados e isolados. Somente foram isolados os fungos que eram originarios

de plantas sob o efeito pds cultivo de cogumelo.

Na Figura 2 é possivel observar o diagrama completo das avaliacdes de
contagem de UFC do solo e isolamento de microrganismos endofiticos, juntamente
com a aplicacdo dos meios de cultura seletivos.
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RIZOSFERA E RIZOPLANO FOLHA E RAIZ (ENDOFITICOS)

*Cavaglierietal. 2009 *Hallman etal. 2006, Petrinietal. 1992

1 FRAGMENTO
DE FOLHA
2|

1 1)LAVAGEM 2)PRE
TRATAMENTO

5 3)ESTERELIZAGAO DA PARTE
FRAGMENTO [ EXTERNA
DE RAIZ 4)FRAGMENTAGAO E 5)
PLAQUEAMENTO

MEIO PARA BACTERIAS (PCA) «— 3

MEIO PARA FUNGOS (SABOURAUD)

1)DILUIGAO SERIADA E
2)PLAQUEAMENTO

* Rego et al. 2018

Figura 2. Esquematizacdo da metodologia utilizada para a caracterizacéo
microbiolégica. 1) Local de coleta da amostra. 2) Processo metodoldgico que foi
utilizado. 3) Meio de cultura para o crescimento e isolamento dos microrganismos.

2.6. MANUTENCAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

Os fungos endofiticos que foram isolados de fragmentos foliares e radiculares
nos dois ciclos de milho, foram inoculados em meio BDA com sucessivas repicagens

até a obtencdo de uma cultura pura.

Posteriormente, foi retirado discos de 10 mm e mantidos em microtubos
eppendorfs sob agua destilada autoclavada (Método Castellani) (Figura 3).

Isolamento em

placa de Petri
(meio BDA)
Obtencdoda
cultura pura
Mantido em

dgua destilada ‘
deionizada

s

<

Figura 3. étodo utilizado para manutencédo dos fungos endofiticos.
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2.7 TESTE DE PATOGENICIDADE

Os fungos endofiticos apesar de serem isolados de tecidos saudaveis, foram
testados sua patogenicidade através do Postulado de Koch (Fernandez, 1993), por

ser possivel o isolamento de patdégenos latentes nos tecidos.

Os discos mantidos em Castellani foram reativados e inoculados em placas de
BDA, cultivados por 7 dias. Posteriormente, os esporos da cultura pura fangica foram
inoculados em plantas de milho (hibrido K9606VIP3, KWS®) cultivadas em copos
plasticos de aproximadamente 500 mL.

A inoculagcédo ocorreu quando as plantulas de milho possuiam cerca de 3
folhas totalmente abertas (15 dias apdés a semeadura). A solucdo de esporos foi
preparada em agua deionizada autoclavada, e cada solugédo calibrada em camara de
Neubauer para 108 esporos ml.

Cerca de 100 mL da solucéo de esporos foram aplicadas por planta, incluindo

parte aérea e solo. O procedimento ocorreu em duplicata.

Durante 15 dias, diariamente as plantas foram monitoradas, e as que
manifestaram algum sintoma patoldgico ou anomalia e “fecharam” o postulado, ou
seja, apresentaram patogenicidade ao milho, foram excluidas da seguinte fase

experimental.

2.8 CRESCIMENTO E TAXA DE CRESCIMENTO MICELIAL

Os fungos que ndo manifestaram doenca no milho foram avaliados quanto a
taxa de crescimento micelial. Para isso discos de 6 mm de didametro foram cortados
e depositados no centro de placas contendo meio de cultura BDA, e avaliado o
crescimento micelial. Como desafio, também de forma separada, foi conduzido o
patdgeno Fusarium sp., causador da Murcha de Fusarium, isolado de uma plantacéo
de milho da Fazenda do Campus da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Tecnoldgicas,

Dracena.
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As medicOes foram realizadas diariamente até o quinto dia de incubacéo,
realizado em camaras BOD. A mensuracéao foi feita com o auxilio de um paquimetro
digital (MULTITOYO- 500-172-30B), em dois sentidos perpendiculares no mesmo
sentido, marcados no fundo de cada placa. Para obter os dados de crescimento,

foram utilizadas as médias diarias de duas medidas perpendiculares obtidas.

Além do crescimento micelial, baseada em Lilly e Barnett (1951), também foi

calculado a taxa de crescimento micelial (TCM) a partir da seguinte formula:

_(€2-c1)

TCM = ————2
(T2 —T1)

em que:
TCM: Taxa de crescimento, em mm.h;

C2: crescimento ap0s 48 horas de incubacao;
C1: crescimento apds 24 horas de incubacéao;

T2: 48 h e T1:24h.

2.9 TESTE DE ANTAGONISMO IN VITRO

Posteriormente a essa etapa, os isolados que sobressairam na avaliacdo de
crescimento micelial foram pareados no teste de antagonismo, em metodologia

presente em Miguel-Ferrer et al. (2021).

Basicamente, um disco de meio de cultura BDA (6 mm) contendo o patdégeno
foi colocado a uma distancia de 0,5 cm da borda das placas de Petri, incubadas por
48 h a 20°C, com fotoperiodo de 12 h. Posterior a esse periodo, um novo disco

contendo o isolado antagonista foi inserido na extremidade oposta, em triplicata.

Foi adotado como controle, as placas de Fusarium sp. que n&o obtiveram
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nenhum isolado antagonista. Essas placas foram novamente incubadas em BOD

com as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, por sete dias.

Para a avaliacdo, seguiram dois critérios propostos por Bell et al. (1982), que
consiste em notas de antagonismo com base na andlise visual das placas, variando
de 1 a5 (Tabela 1).

Tabela 1. Escala de Bell para teste de pareamento de culturas

Escala de Bell et al. (1982)

Nota Avaliacdo
1 Antagonista cresce e ocupa toda placa
2 Antagonista cresce sobre 2/3 da placa
3 Antagonista e patégeno crescem até metade da placa
4 Pat6geno cresce sobre 2/3 da placa
5 Pat6geno cresce por toda placa de Petri

Para avaliacdo do porcentual de inibicdo das colénias de Fusarium sp. pelos
isolados endofiticos, foi medido a colénia do patégeno com o auxilio de um
paquimetro digital e estimado a porcentagem de inibicdo, baseado na seguinte

equacao:

Inibica ” %) (diam test — diam trat) 100
= *
nibicio patégeno (% (diam test)

em que:
Inibicdo patogeno (%): inibicdo do crescimento de Fusarium in vitro
Diam test: didametro da colbnia testumunha de Fusarium, em mm

Diam trat: diametro da colbnia de Fusarium, pareada com o isolado, em mm
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2.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo de UFC do solo e microrganismos endofiticos, as médias
obtidas foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e aplicado o teste
estatistico t-LSD (p>0.05) para a fator gessagem e o teste Tukey para o fator manejo
do SMS (p>0.05).

Para a avaliacdo de crescimento micelial e TCM, foi aplicado o teste Scott
Knott (p<0.05). Os testes estatisticos foram realizados no software SisVar verséo
5.7.91.

As figuras apresentadas foram confeccionadas no software GraphPad Prism
v.9.

3. RESULTADOS

3.1 UFC DO SOLO E DA RIZOSFERA

Os dados obtidos referente a UFC do solo na diluicdo 102 estdo presentes na
Tabela 2.

A aplicacdo de gesso influenciou a UFC fungica do solo na 12 ciclo. A UFC

diminuiu em cerca de 4,13 103 UFC g solo com a gessagem.

O tratamento SMS, na 12 ciclo, apresentou UFC fangica maior do que a UFC

obtida pelos tratamentos SMS+S e SMS+S+CB.

Foram observadas reducgdes de até 18,87 103UFC g solo com a adigéo de

fertilizantes na semeadura na semeadura nessas areas.

Em efeitos desdobrados, observou que a gessagem afetou negativamente o
tratamento SMS, na 12 ciclo, nas avaliagcdes de colbnias fangicas e bacterianas.
Foram reportados decréscimos cerca de 15,35 (fungo) e 35,75 103UFC g solo para

o tratamento citado.
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Tabela 2. Unidade formadora de coldnia (103UFC g* solo) de bactéria e fungo de solo

de producédo de milho em area péds cultivo de cogumelo

Ciclo
0 A 0
Manejo do SMS o 1° ciclo Gessg ciclo
" - Média " - Média
Bactéria (102 UFC g solo)
Controle 106,62 103,62 b 105,12 37,75 35,50 36,62
SMS 109,37B 145,12 Aa 127,25 36,62 41,87 39,25
SMS+S 108,37 125,75 ab 117,06 40,12 32,37 36,43
SMS+S+CB 117,37 108,25 ab 112,81 40,50 30,12 35,12
Média 110,43 120,68 38,75 34,96
C.V. 26,31 44,66
Fungo (10® UFC g solo)
Controle 25,62 30,00 ab 27,81 ab 7,62 4,12 5,87
SMS 24,37 B 39,75 Aa 32,06 a 7,25 9,62 8,43
SMS+S 15,25 22,50 b 18,87 b 8,25 7,87 8,06
SMS+S+CB 19,37 20,87 b 20,12 b 6,25 4,62 5,43
Média 21,15B 28,28 A 7,34 6,56
C.V. 48,03 66,02

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD) (p<0,05). Médias
nas linhas, seguidas por letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). G+ =
Gessagem, G- = Sem gesso, Controle= Fertilizagdo de semeadura e cobertura recomendada segundo o Boletim
100, SMS = Area p6s cultivo de A. subrufescens, sem nenhuma fertilizacdo mineral, SMS + S = Area pds cultivo
de A. subrufescens + fertilizac&o de semeadura, SMS + S+ CB = Area p6s cultivo de A. subrufescens + fertilizag&o
de semeadura e cobertura.

Nenhum valor obtido na 22 ciclo, seja para UFC fungica ou bacteriana, foi
reportado como significante. A 22 ciclo obteve médias menores para todos 0s

tratamentos avaliados, comparados a 12 ciclo.

As médias obtidas da UFC de solo rizosférico estdo contidos na Tabela 3.
Observa-se que em numeros absolutos, os valores de UFC bacteriana foram

superiores no solo rizosférico do que o solo coletado na entrelinha.

A UFC fangica rizosférica apresentou superioridade somente na 22 ciclo,

comparando os mesmos tratamentos com o solo da entrelinha.
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Tabela 3. Unidade formadora de col6nia (103UFC g solo) de bactéria e fungo de solo
rizosférico de plantas de milho em area pés cultivo de cogumelo em funcdo dos

tratamentos testados

Ciclo
a a
Manejo do SMS Gessol ciclo — 22 ciclo
" - Média " - Média
Bactéria (102 UFC g solo)
Controle 352,00 331,83 343,35 355,12 295,66 329,64
SMS 314,62 402,50 358,56 311,25 373,25 342,25
SMS+S 394,37 303,12 348,75 346,00 363.87 354,93
SMS+S+CB 296,00B 463,87A 370,61 362,50 309,50 338,94
Média 336,70 378,23 344,82 338,23
C.V. 41,53 46,57
Fungo (102 UFC g solo)
Controle 9,50 Bb 27,12 Aa 19,57 a 35,83 31,37 33,28
SMS 13,12 ab 19,5 ab 16,31 ab 26,25 26,62 29,43
SMS+S 24,62 Aa 13,00 Bb 18,16 a 26,84 31,70 29,27
SMS+S+CB 8,50 b 11,00 b 9,43 b 27,90 30,83 29,00
Média 13,87 17,78 30,18
C.V. 55,06 42,28

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD)
(p<0,05). Médias nas linhas, seguidas por letras mindsculas distintas, diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). G+ = Gessagem, G- = Sem gesso, Controle= Fertilizacdo de semeadura e cobertura
recomendada segundo o Boletim 100, SMS = Area p6s cultivo de A. subrufescens, sem nenhuma
fertilizagdo mineral, SMS + S = Area po0s cultivo de A. subrufescens + fertilizagéo de semeadura, SMS
+ S+ CB = Area pos cultivo de A. subrufescens + fertilizacio de semeadura e cobertura.

A comunidade microbiana da 22 ciclo na rizosfera ndo foi tdo drasticamente
reduzida como apresentou o solo da entrelinha, demonstrando certa abundancia

bioldgica.

Foi observado valores cerca de 9,27 vezes maiores para fungo (média no solo
de entrelinha de 36,85 e na rizosfera 341,44 103UFC g de solo) e 4,35 vezes
maiores para bactéria (média no solo de entrelinha de 6,94 e na rizosfera 30,24
103UFC g de solo).

Para efeitos isolados da UFC em solo rizosférico, foi obtido diferenca
significativa somente para o fator aplicacdo de SMS, para a comunidade fungica na
12 ciclo. Observa-se que o tratamento SMS+S+CB foi reduzido sua UFC flngica
rizosférica em cerca de 10,14 10% UFC g solo, comparada a UFC obtida para

controle somente com fertilizacdo mineral.
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Para efeitos desdobrados para a comunidade fungica na 12 ciclo observa-se
gue, na presenca do gesso, o tratamento SMS+S obteve médias superiores aos
tratamentos SMS+S+CB e controle. Porém esse efeito ndo é obtido quando néo

tratadas as parcelas com gessagem.

A maior média de UFC fungica rizosférica é obtida pelo tratamento controle
(27,12 103 UFC g* solo). Com ou sem presenca do gesso, o tratamento SMS possuiu
valores intermediarios (entre 13,12 e 19,5 103 UFC g! solo), ndo diferindo de nenhum

tratamento.

Para efeitos desdobrados, o gesso foi benéfico para UFC fangica para o
tratamento SMS+S (de 13,00 para 24,62 UFC g solo) e prejudicial para UFC
bacteriana em SMS+S+CB (de 468,87 para 296,00 UFC g solo) e UFC fungica em

controle (de 27,12 para 9,50 UFC g solo), todos pertinentes a 12 ciclo colhida.

3.2. FREQUENCIA DE COLONIZACAO ENDOFITICA

Os valores obtidos da frequéncia de colonizacéo bacteriana (FC Bac) seguem
na Tabela 4. Nao foi possivel a obtencdo de dados de FC Bac das raizes,
comprometida pelas contaminagdes presentes na inoculacédo das placas testemunha

do processo de esterilizacao (Figura 4)

Se tratando de FC Bac dos fragmentos foliares, ndo foi possivel observar
diferenca média significativa para aplicacdo de gesso ou diferentes manejo de
fertiidade com SMS.

Observou aumento médio entre a FC Bac obtida na 12 e 22 ciclo. A média geral
obtida passou de 87,23% de FC Bac (12 ciclo) para 96,81% de FC Bac (22 ciclo).
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Tabela 4. Valores de frequéncia de coloniza¢do endofitica bacteriana- FC Bac (%) de
fragmentos foliares de plantas de milho cultivado em &rea pos cultivo de cogumelo

FC BACTERIA (%) - FRAGMENTO FOLIAR

12 CICLO 22 CICLO
Gesso
G+ G- Media G+ G- Media

Controle 81,25 ab 8541 a 83,33 93,75 96,87 95,25
SMS 75,00 Bb 91,66 Aa 83,33 98,87 91,62 95,25
SMS+ S 94,79 a 82,29 b 88,54 99,87 98,87 97,87
SMS+ S+ CB 91,66 a 95,83 a 93,75 98,87 98,87 98,87

Media 85,67 88,67 97,12 96,50

C.V. (%) 17,15 7,80

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD) (p<0,05). Médias
nas linhas, seguidas por letras minGsculas distintas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). G+ = Gessagem,
G- = Sem gesso, Controle= Fertilizagdo de semeadura e cobertura recomendada segundo o Boletim 100, SMS =
Area p6s cultivo de A. subrufescens, sem nenhuma fertilizacdo mineral, SMS + S = Area pés cultivo de A.
subrufescens + fertilizagdo de semeadura, SMS + S+ CB = Area p6s cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de
semeadura e cobertura.

Testemunha-

Ultima lavagem

-

Figura 4. Fragmentos radiculares plagueados com suas devidas triplicatas (meio
PCA) e a testemunha (dgua da ultima lavagem) do processo demonstrando a nao
seguranca do processo de esterilizacao epifitica
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Os valores obtidos da frequéncia de colonizacéo fungica (FC Fun) de tecidos
foliares e radiculares seguem na Tabela 5. Observou que, em efeitos isolados, a
gessagem promoveu efeitos significativos para FC Fun foliar (12 ciclo). A aplicacao
de gesso decresceu em cerca de 15,11 % FC Fun de fragmentos foliares.

Tabela 5. Valores de frequéncia de colonizacdo endofitica bacteriana- FC Bac (%) de
fragmentos foliares de plantas de milho cultivado em &rea pdés cultivo de cogumelo
FC FUNGICA (%) - FRAGMENTO FOLIAR

12 CICLO 22 CICLO
Gesso
G+ G- Media G+ G- Media
Controle 31,25Bb 61,45 Aa 46,35 75,75 77,89 76,87
SMS 46,87 Aab 57,29 Aa 52,08 73,75 78,87 76,25
SMS+ S 53,12 Bab 72,91 Aa 63,02 77,87 75,75 76,75
SMS+ S+ CB 58,33 Aa 58,33 Aa 58,33 78,87 78,89 78,86
Media 47,39 B 62,5 A 76,5 77,87
C.V. (%) 24,88 7,21
FC FUNGICA (%) - FRAGMENTO RADICULAR
12 CICLO 22 CICLO
Gesso
G+ G- Media G+ G- Media
Controle 87,52 80,20 b 83,85b 89,5b 87,5b 88,5b
SMS 93,75 90,62 ab 92,18 a 97,87 a 95,75 a 97,87 a
SMS+ S 89,58 95,83 a 93,22 a 100,0 a 97,87 a 97,87 a
SMS+ S+ CB 97,91 96,87 a 96,87 a 100,0 a 97,87 a 98,87 a
Media 92,18 90,88 96,87 94,75
C.V. (%) 11,75 7,37

Médias nas colunas, seguidas por letras mailsculas distintas, diferem entre si pelo teste t (LSD)
(p<0,05). Médias nas linhas, seguidas por letras minasculas distintas, diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). G+ = Gessagem, G- = Sem gesso, Controle= Fertilizacdo de semeadura e cobertura
recomendada segundo o Boletim 100, SMS = Area po6s cultivo de A. subrufescens, sem nenhuma
fertilizagdo mineral, SMS + S = Area p0s cultivo de A. subrufescens + fertilizacdo de semeadura, SMS
+ S+ CB = Area pos cultivo de A. subrufescens + fertilizacio de semeadura e cobertura.

As parcelas experimentais que foram cultivadas na area pos cultivo de
cogumelo, acrescidas ou néo de fertilizante mineral, foram maiores significativamente
em FC Fun de fragmentos radiculares, comparadas ao controle com fertilizagéo

mineral.

Observou acréscimos de até 13,02% de FC Fun de fragmentos no 12 ciclo
(SMS+S+CB obtiveram 96,87 %, versus 83,85% obtidos em Controle).

Os efeitos FC Fun para fragmentos foliares e radiculares, totalizando os ciclos,
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podem ser visualizados na Figura 2. Na analise conjunta, observa-se que as médias
de FC Fun de fragmentos foliares observadas foram afetadas negativamente pela

gessagem, e, FC Fun de fragmentos radiculares incrementadas pela utilizagcdo de

areas pos cultivo.

a) Manejo SMS (1° e 2° ciclo) b) Gesso (1°e 2°ciclo)
a
100 = Folha

= Folha
Bl Raiz

B Raiz

FC (%)

¢ 9 9 9 ¢ 9 9
& &Y @q 6xc’ & Qex 6)(0
N & x N > o
O @%
9

Figura 2. Frequéncia de colonizacao fangica (FC Fun) de fragmentos radiculares e
folares obtidos de 2 ciclos consecutivas de milho cultivado em area pés cultivo de
cogumelo. Efeitos isolados de manejo do SMS (a) e efeitos isolados de gessagem (b).
Letras minusculas distintas entre barras diferem, segundo o teste Tukey 0.05 (manejo

do SMS) e teste t-LSD (gessagem).

3.3. OBTENCAO DE ISOLADOS FUNGICOS

Durante os dois ciclos, foi possivel a obtencdo de 37 isolados fungicos

enddfitos. A identificacédo, o local de isolamento e a ciclo estdo presentes na Tabela

4.
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Tabela 6. Fungos isolados obtidos na experimentacéo

Isolado Local de isolamento  Ciclo (cultivo)

101 Folha Primeiro cultivo
102 Folha Primeiro cultivo
103 Folha Primeiro cultivo
104 Folha Primeiro cultivo
105 Folha Primeiro cultivo
106 Folha Primeiro cultivo
107 Folha Primeiro cultivo
108 Raiz Primeiro cultivo
109 Raiz Primeiro cultivo
110 Raiz Primeiro cultivo
111 Raiz Primeiro cultivo
112 Raiz Primeiro cultivo
113 Folha Segundo cultivo
114 Folha Segundo cultivo
115 Folha Segundo cultivo
116 Folha Segundo cultivo
117 Folha Segundo cultivo
118 Folha Segundo cultivo
119 Folha Segundo cultivo
120 Folha Segundo cultivo
121 Folha Segundo cultivo
122 Folha Segundo cultivo
123 Raiz Segundo cultivo
124 Raiz Segundo cultivo
125 Raiz Segundo cultivo
126 Raiz Segundo cultivo
127 Raiz Segundo cultivo
128 Raiz Segundo cultivo
129 Raiz Segundo cultivo
130 Raiz Segundo cultivo
131 Raiz Segundo cultivo
132 Raiz Segundo cultivo
133 Folha Primeiro cultivo
134 Folha Primeiro cultivo
135 Folha Primeiro cultivo
136 Raiz Segundo cultivo
137 Raiz Primeiro cultivo

Ao todo, 14 isolados foram obtidos na 12 ciclo e 20 isolados obtidos na 22 ciclo.
Ocorreu uma maior presenca de isolados foliares, totalizando cerca de 19 isolados
obtidos.
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3.4. TESTE DE PATOGENICIDADE, CRESCIMENTO MICELIAL E TAXA DE
CRESCIMENTO MICELIAL

O teste de patogenicidade apresentou, dentre os isolados obtidos, 2 isolados
possivelmente patogénicos: 111 (isolado de fragmento radicular, na 12 ciclo) e 123

(isolado de fragmento radicular na 22 ciclo).

Ambos os isolados, em todas as repeticdes aplicadas a solugdo de esporos,
apresentaram micro lesdes necréticas, e foram reisolados nesta regido. Na figura 3,
pode-se notar as lesdes ocorridas, bem como uma fotografia dos esporos em

microscoépio optico.

b

Figura 3. Isolados que obtiveram patogenicidade segundo o postulado de Koch. Micro
lesBes obtidas pelos isolados 111 (a) e 123 (b). Observa-se também que ambos
isolados possuem hifas melanizadas e septadas em angulo de 90° (c) e (d)
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O crescimento micelial dos isolados obtidos e de Fusarium sp. segue na
Tabela 7.

Tabela 7. Crescimento micelial (mm) de isolados endofiticos obtidos

horas apés inoculagao

Isolado
24 48 72
101 184c 31,20 b 40,34 ¢
102 0,00 e 32,04 b 45,50 b
103 20,22 c 29,94 b 35,09 c
104 0,00 e 0,00c 0,00 f
105 0,00 e 0,00c 0,00 f
106 0,00 e 39,49 b 62,83 b
107 0,00 e 0,00c 0,00 f
108 50,34 a 84,0a 84,0 a
109 0,00 e 0,00c 0,00 f
110 0,00 e 0,00c 0,00 f
112 0,00 e 0,00c 0,00 f
113 0,00 e 36,98 b 49,02 b
114 12,97 c 24,49 b 39,36 ¢
115 0,00 e 0,00c 0,00 f
116 0,00 e 48,42 b 84,00 a
117 0,00 e 2,10c 13,62 e
118 0,00 e 6,81c 36,51c
119 25,72 b 29,50 b 34,75¢
120 0,00 e 33,96 b 48,24 b
121 24,54 b 36,75b 53,32b
122 22,36 b 25,64 b 51,18 b
124 0,00 e 0,00c 0,00 f
125 14,09 ¢ 38,86 b 23,05d
126 10,70d 16,29 ¢c 84,00 a
127 0,00 e 25,33 b 26,78d
128 15,20 ¢ 45,36 b 46,63 b
129 24,82 b 39,53 b 3531c
130 0,00 e 22,29c¢c 48,56 b
131 17,69 c 37,58 b 38,21c
132 7,25d 1142 ¢c 47,49 b
133 15,40 c 60,71 a 52,30 b
134 19,80 ¢ 33,82b 47,22 b
135 32,29b 7391a 84,00 a
136 19,44 c 84,00 a 84,00 a
137 19,99 c 33,39b 41,60 c
Fusarium 15,38 ¢ 33,37b 44,16 b
Média 11,25 29,34 40,40
C.V. (%) 46,51 47,16 17,64

Médias seguidas de letras distintas diferem entre linhas, segundo teste Scott-Knott (p>0.05)
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O crescimento micelial médio de Fusarium sp. foi de 15,38 (24 h), 33,37 (48
h) e 44,16 mm (72 h). Esses valores estdo muito préximos da média geral do ensaio
obtida de 11,25; 29,34 e 40,40 mm para 24, 48 e 72 h, respetivamente.

O isolados 136 obteve crescimento micelial maximo (84,0 mm) em 48 horas,
obtendo o maior valor nesta avaliacao e fechando a placa totalmente neste periodo.

Na avaliacdo de 72 h os isolados 108, 116, 126, 135 e consequentemente 136
também obtiveram resultado satisfatério, alcancando o0s maiores valores

significativos nesta ultima avaliacao.

Os isolados 104, 105, 107, 109, 110, 112, 115 e 124 n&o obtiveram crescimento
micelial possivel de se avaliar em 72 e 48 horas, e foram descartados da avaliagédo
da taxa de crescimento micelial (TCM). Os valores de TCM estéo presentes na Figura
4.

TCM

Fusarium——C

eyt m—

ISOLADOS

Média: 0.94
C.V.:54.27%

L v L v L v L] v L] v I v 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
mm h?

Figura 4. Taxa de crescimento micelial (mm h!) dos isolados flingicos endofiticos obtidos.
Médias seguidas de letras distintas diferem entre barras, segundo teste Scott-Knott (p>0.05)
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Fusarium sp. obteve TCM de 0,70 mm h1, valor abaixo da média obtida neste

ensaio de 0,94 mm h1,

Confirmando a avaliacdo de 48 horas de crescimento micelial, o 136
apresentou a mais rapido crescimento micelial obtido. O isolado obteve TCM de 2,69
mm h'l e é o destaque da avaliacéo.

Os isolados 102, 106, 108, 116, 120, 128, 133 e 135 obtiveram TCM intermediario,
variando entre 1,25 e 2,15 mm hl. Todos esses isolados foram superiores a

Fusarium sp.

3.5. TESTE DE ANTAGONISMO IN VITRO

Para o ensaio de antagonismo in vitro (pareamento) foram utilizados os
isolados que obtiveram TCM superior estatisticamente que Fusarium sp. (102, 106,
108, 116, 120, 128, 133, 135 e 138) (Figura 5).

Além destes, foram selecionados os isolados 121, 131, 134 e 113, que nao
diferiram estatisticamente do desenvolvimento de Fusarium sp. Esses isolados
também foram escolhidos devido as observacdes posteriores a 72 horas, dos quais
todos colonizaram toda extenséo da placa no periodo de 10 dias (Figura 5).

Figura 5. Isolados endofiticos utilizados no ensaio de antagonismo (A) Os isolados que
apresentaram superioridade de crescimento micelial para Fusarium sp., (B) Os isolados que
néo diferiram o crescimento micelial para Fusarium sp. e boa colonizacdo em 10 dias.
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A Tabela 8 apresenta as médias referentes a nota da escala de Bell e

porcentagem de inibicdo do crescimento in vitro de Fusarium sp.

Tabela 8. Escala de Bell e inibicdo do crescimento in vitro de Fusarium sp. de
isolados fungicos endofiticos obtidos de milho cultivado em &reas poés colheita de

cogumelo.
Isolado Nota Inibic@o crescimento
(Escala de Bell) Fusarium (%)
102 4,0d 37,31c
106 4,0d 28,56 ¢
108 1,66 a 76,33 a
113 2,66 b 51,42 b
116 4,00d 39,32¢c
120 3,33¢ 56,20 b
121 2,33b 54,73 b
128 3,33¢ 47,41b
131 3,33¢ 40,71 c
133 4,00d 3112¢c
134 4,00d 32,84 c
135 3,00b 52,90 b
136 2,00 a 72,28 a
137 3,33 ¢ 44,61 b
Fusarium 5,00 e 0,00d
Média 3,33 45,03
C.V. 14,14 18,72

Médias seguidas de letras distintas diferem entre linhas, segundo teste Scott-Knott (p>0.05)

Com relacdo as notas obtidas da escala de Bell, foram observados que as
melhores médias encontradas foram referentes aos isolados 108 e 136, alcan¢cando
notas de 1,66 e 2,00, respetivamente.

As notas médias obtidas pelos isolados endofiticos 113, 121 e 135 se
mantiveram entre as notas de 2,33 a 3,00, representando o segundo melhor resultado
estatistico e crescendo até o meio da placa no pareamento com o patégeno. As notas
dos isolados 102, 106, 116, 133, 134 obtiveram os piores resultados estatisticos, com

notas médias ao redor de 4,00.

Para porcentagem de inibicdo do crescimento de Fusarium sp. observa-se
gue, novamente, os isolados 108 e 136 obtiveram a maior agdo antagonista sobre o

patdgeno, obtendo valores de inibicdo cerca de 76,33 e 72,28%, respetivamente.
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Os valores de inibicdo do crescimento de Fusarium sp. obtidos pelos os
isolados 113, 120, 121, 128, 135 e 137 obtiveram o segundo melhor resultado estatistico

para esta avaliacdo, se mantendo em faixas de inibicdo de 44,61 a 56,20%.

A figura 6 apresenta as placas de alguns isolados pareados com Fusarium sp.,

demonstrando as diferentes respostas obtidas no bioensaio.

Testemunha

Figura 6. Bioensaio de pareamento de culturas. Observa-se o tratamento controle
(lado esquerdo superior) inserida somente o disco de Fusarium sp. e as diferentes
respostas obtidas por alguns isolados testados na experimentacao.

Destaca-se na figura 6, além dos destacaveis resultados obtidos pelos os
isolados 108 e 136, a presenca de halo de inibicdo bem definido nos isolados 129 e

120 (notavel pelo o centro da placa ndo apresentar interpolacdo de hifas).

4. DISCUSSOES

4.1. UFC DO SOLO E DA RIZOSFERA

Observa-se que o gesso obteve reducéo significativa na 12 ciclo do milho para
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UFC fangicas no solo em efeitos isolados, ou para UFC bacteriana e fungicas no solo

para efeitos desdobrados no tratamento SMS (Tabela 2).

Na rizosfera (Tabela 3), para efeitos desdobrados, tratamentos como
SMS+S+CB (UFC bactéria) e Controle (UFC fungos) na 12 ciclo também
apresentaram reducao na presenca do condicionador.

Muneer et al. (2021) evidenciaram que, bem manejado, 0 gesso promove um
efeito positivo no crescimento das raizes e das comunidades de fungos no solo,

divergindo dos resultados obtidos nessa pesquisa.

Porém, esse efeito redutor do gesso para fungos ndo é observado na 22 ciclo
para a UFC do solo e UFC da rizosfera, o que pode sugerir um periodo de adaptacéo

momentanea da micobiota.

A gessagem é reportada para diminuicdo da comunidade bacteriana no solo.
Yuan et al. (2021) descreveram que a utilizacdo de gesso em arroz reduz
significativamente a abundancia e diversidade de procariotos.

Sampaio et al. (1999) reporta que a presenca de gesso reduziu
potencialmente a UFC de bactérias em cama de frango, residuo organico
amplamente utilizado como fertilizante agricola. E possivel que esta condic&o
também tenha, para estes resultados citados, afetado a microbiota cultivavel do solo,
justificando os resultados obtidos.

Os solos com tratamento SMS obtiveram a maior quantificacdo de UFC
bacteriana e fungica, na 12 ciclo, quando nao fertilizados e nem aplicados gesso
(Tabela 2). Foi observado também que a comunidade fungica rizosfera sem
fertiizagdo e gessagem obteve um resultado consideravel intermediario, nao

diferindo do maior resultado obtido pelo controle.

Esta condicdo corrobora com Meng et al. (2018) que destaca que manejos
organicos favorecem a microbiota do solo e da rizosfera, e que a mesma pode ser o
protagonista para o sucesso de uma producao sem utilizacédo de fertilizantes minerais

sintéticos.

Os cultivos com integracdo Pleorutus-milho j& se mostraram potenciais em
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aumentar a riqueza e a diversidade microbiana do solo comparados a sistemas de
producdo de monocultivos (Yang et al., 2020). Porém, essa € a primeira reportagem
cientifica que demonstra que o sistema cogumelo do sol-milho pode gerar uma

microbiota por si s6 favoravel para regides tropicais.

Boas praticas de manejo de nutrientes do solo, como a reutilizac&o de residuos
organicos pos colheita de cogumelos eleva a comunidade de fungos simbiotréficos
benéficos, e na contraverséo, fungos potencialmente patogénicos sédo elevados com

praticas exaustivas de aplicacdo de fertilizantes minerais (Muneer et al., 2021).

Foram observadas diminui¢cdes da UFC bacteriana e fingica no solo coletadas
no 22 ciclo, comparadas a 12 ciclo (Tabela 2). Entretanto, para as comunidades

microbianas rizosférica essa situacdo nao ocorre.

Essas variagfes de UFC do solo também sado obtidas por Almeida et al. (2008)
no cultivo de mamao. Eles atribuem essa variacdo por condicdes relevantes de

umidade e temperatura.

Moura et al. (2015) verificaram que diferentes condicbes climaticas
ocasionadas pelas estacdes do ano alteram as relacdes que ocorrem entre o solo e
a cobertura vegetal, especialmente nas regides subtropicais, que por sua vez,
apresenta uma microbiota com uma flutuagdo elevada intra-anual, principalmente
nas camadas menos profundas (0-20 cm), mais sensiveis as alteracdes

climatoldgicas.

A avaliacdo da UFC do solo foi avaliada em meados dos meses de abril,
condigdo que apresentou o menor indice hidrico e médias consideraveis de elevadas
temperaturas. E possivel, que mesmo em manejos irrigados, tenha sido percebido

essa alteracao, justificando o resultado obtido.

Esta reducéo drastica ndo foi observada da 12 para a 2 a ciclo para rizosfera
pois, segundo Kuzyakov e Razavi (2019) as raizes funcionam como “engenheiros”
do ecossistema terrestre, construindo seu ambiente e moldando a extensédo da
rizosfera. Essa condicdo apresenta gradientes agudos em um curto periodo, porém
ao longo dos ciclos, as comunidades microbianas se estabelecem e diminuem esse

gradiente de variacao (Kuzyakov e Razavi, 2019).
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4.2. FREQUENCIA DE COLONIZACAO DE MICRORGANISMOS ENDOFITICOS

Os valores médios de taxa de colonizacdo endofitica bacteriana desta
experimentacgdo se deram entre as faixas de 75 a 96% de FC para fragmentos foliares

do milho.

Esses valores diferem de Souza (1996), que em estudo pioneiro de
colonizacdo endofitica do milho no Brasil, obteve médias de até 45% de FC. O
endofitismo é afetado por fatores bidticos e abioticos, hospedeiros e patdogenos
(Anjum et al., 2019).

Considera-se que possivelmente a interacdo desses fatores justifica a

condicdo tao diferente do que é reportado na literatura.

N&o se sabe exatamente por que a FC bacteriana néo foi influenciada pela
reutilizacdo de areas pos cultivo de cogumelo. Wang et al. (2021) mostra que
comunidades bacterianas no solo séo afetadas quantitativa e qualitativamente pela

aplicacao de SMS.

A FC apesar de especular a quantidade possivel de microrganismos
endofiticos, a mesma é inviabilizada por ndo caracterizar quais sdo 0s possiveis
agentes isolados, necessitando de outros técnicas moleculares para a

caracterizagao.

Em contrapartida, FC flngicos sao afetados negativamente por gesso
(fragmentos foliares) e o plantio em areas po6s cultivo de cogumelo (fragmentos

radiculares) (Figura 2).

A aplicagéo de gesso no milho se da principalmente para fornecimento de

alguns nutrientes, em especial, fonte de S (Inagaki et al., 2016).

Wu et al. (2021) reporta que a aplicacdo S como acdo antropogénica de
fertilizagdo de cultivos pode alterar negativamente a microbiota fungica, além de
elevar o nivel de patdégenos no solo. Tal situacdo € plenamente cabivel, visto que FC

dos fragmentos foi afetada negativamente por essa fonte de fertilizante no solo.

Frac et al. (2021) reporta em trabalho avaliando a composigao e diversidade



83

do micobioma do solo afetado por SMS e estrume de galinha ao longo dos ciclos que

a mesma é afetada positivamente com a aplicacédo desses aditivos organicos no solo.

O trabalho reporta também que a aplicagdo de SMS reduziu a unidade
taxonbmicas operacionais, que sao potenciais patdégenos para infeccdo da cultura
(Frac et al., 2021).

Logo, é possivel que além da area pos colheita de cogumelo influenciar na
guantidade de fungos endofiticos, a mesma, reduz potenciais ataques de doencas no
cultivo. Essas sdo premissas que estdo possivelmente correlacionadas com o0s

ganhos produtivos agrondmicos reportados no Capitulo 2 deste trabalho.

4.3. TESTE DE PATOGENICIDADE

A partir do teste de patogenicidade foi possivel avaliar que 111 e 123 néo
poderiam apresentar um potencial biotecnoldgico a ser explorado. Os dois isolados
mostravam ramificacao de hifas em angulo reto e constricao da hifa na altura do septo
(Figura 3D e C), caracteristicas marcantes do micélio vegetativo de rizoctonias (Sneh
et al., 1991).

Ha dois fortes indicios que ambos os fungos possuem caracteristica de
rizoctonias. A primeira é referente aos sintomas acometidas nas folhas. As lesfes de
cor palha (Figura 3 A e B) sao caracteristicos de Rhizoctonia solani, fungo patogénico

gue acomete o milho

7

O outro indicio é que Rhizoctonia solani € um fungo frequentes de solo,
ambiente que provém a coleta das raizes avaliadas dos dois isolados patogénicos
(Sabato, 2014). Porém, somente técnicas de biologia molecular podera afirmar com
propriedade e preciséo a caracteriza¢ao dos isolados.

Cerca de 95% dos fungos endofiticos testados (totalizando 35 isolados) ndo
apresentaram caracteristicas patogénicas, condi¢do interessante para se prospectar

possiveis microrganismos benéficos ao cultivo.
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4.4, CRESCIMENTO MICELIAL E TAXA DE CRESCIMENTO MICELIAL

O isolado 136 apresentou as melhores caracteristicas de crescimento micelial
e TCM. Silva et al. (2015) obteve o maior TCM de isolados de Trichoderma spp de
2.1 mm hl. Esse valor obtido € menor cerca de 0,59 mm h ao obtido por 138,

demonstrando o alto potencial biotecnologico que esse isolado possui.

Fungos que crescem rapidamente em meios de cultivos podem competir por
espaco e promover o biocontrole de doencas importantes que acometem tecidos
vegetais (Spadaro e Droby, 2016).

Em uma condicdo de fungos endofiticos potencialmente interessantes, os
isolados 102, 106, 108, 116, 120, 128, 133 e 135, obtiveram valores de TCM semelhantes
aos valores obtidos dos principais isolados que possuiram efeito antagdnico em
trabalho de Silva et al. (2015).

Estudando caracteristicas patogénicas de diferentes complexos de Fusarium
isolados em cultivos de milho no Brasil, Kuhnem Janior et al. (2013) obteve valores
médios de TCM de 0,34 mm hL. Esse valor é cerca de duas vezes menor ao obtido
do Fusarium testado nesta pesquisa (TCM de 0,74 mm h), demonstrando a alta

capacidade de colonizacdo do patdégeno ao meio utilizado.

4.5. TESTE DE ANTAGONISMO IN VITRO

Os resultados obtidos pelos isolados 108 e 136 podem ser considerados
promissores pela literatura. Comparado ao estudo de Diaz-Gutiérrez et al. (2021),
gue estudou a acdo antagonista de Trichoderma asperellum no controle da murcha
de Fusarium em Stevia, os isolados 108 e 136 apresentaram inibicdo do crescimento
do patégeno maior (76,33 e 72,28%, respetivamente) (Tabela 8) do que ao trabalho

citado (57% de inibicao do crescimento de Fusarium).

Nesses processos de crescimento sdo envolvidos mecanismos de antibiose,

como a producdo de metabdlitos secundarios, compostos volateis e nao volateis,


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/secondary-metabolite
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sinais quimicos, como a comunicacao inter e intra-espécies, uma maior eficiéncia da
utilizacdo de nutrientes disponiveis e micoparasitismo (Moya et al., 2021). E possivel
gue um ou mais destes mecanismos estejam ligados ao bom desempenho dos

isolados 108 e 136, e compreendido em futuras pesquisas.

Os isolados 129 e 120, apesar de obterem valores médios inibitérios abaixo dos
50% e notas médias na escala de Bell maiores que 3, apresentaram caracteristicas

de formacéao de halo de inibicdo bem definido em condi¢des in vitro.

A formacdo de zona de inibicdo em condi¢gBes in vitro € induzida por maior
atividade antimicrobiana como a producao de diversos metabolitos fingicos (Guo et
al., 2021). Fungos antagonistas podem produzir compostos enzimaticos antifungicos,
tais como quitinase e B-1,3 glucanase, importantes para o controle de fungos

patogénicos (Lee et al., 2012). Portanto € possivel que, estes isolados possam
produzir algum desses metabolitos interessantes para a industria biotecnolégica.
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5. CONCLUSOES

As préticas antropicas de manutencao da fertilidade por meio de gessagem
(para fungos) e fertilizantes minerais (fungos e bactérias) influenciaram a contagem
de UFC do solo no 1° cultivo do milho realizado posterior a reutilizagdo de areas pos

colheita de A. subrufescens.

A contagem de UFC do solo ndo se diferenciou entre os tratamentos
propostos, porém foi drasticamente reduzida na 22 ciclo de cultivo, demonstrando um
fluxo ciclico da comunidade microbiana no solo. Entretanto, a comunidade na

rizosfera foi considerava estavel, e se manteve semelhante ao longo dos cultivos.

Cultivos com SMS foram potenciais para prospeccdo de microrganismos

endofiticos. Esse impacto é acometido principalmente nas raizes do milho.

Cerca de 95% dos isolados de fungos endofiticos testados ndo manifestaram
caracteristicas patogénicas, caracterizando possivelmente uma boa influéncia

microbiana das areas pos colheita de A. subrufescens na colonizacéo de endofitos.

Os isolados fungicos endofiticos obtidos nessa pesquisa tem potencial
biotecnolégico a ser explorado pois apresentaram crescimento micelial, TCM e
antagonismo in vitro maior do que os valores comparados na literatura. Dentre eles,
se destacam 108 e 136 por sua boa colonizagcdo do meio e os isolados 129 e 120 pela

formacéao de halo de inibicdo contra Fusarium sp.
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