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‘Estamos na situagdo de uma criancinha que entra em uma imensa
biblioteca, repleta de livros em muitas linguas. A crianca sabe que alguém deve ter
escrito aqueles livros, mas ndo sabe como. Ndo compreende as linguas em que
foram escritos. Tem uma palida suspeita de que a disposi¢cao dos livros obedece a

uma ordem misteriosa, mas nao sabe qual ela é”.
Albert Einstein



RESUMO

O fungo filamentoso Trichoderma harzianum € um agente biologico
amplamente utilizado no Brasil e no mundo para o controle de fitopatdgenos e
promogdo do crescimento vegetal. No presente trabalho, foram avaliados 9
tratamentos biolégicos de semente em soja, além dos controles. Os tratamentos
utilizados continham uma formulacéo fixa, variando quanto a dose de ingrediente
ativo (T. harzianum) no formulado (3; 6 e 12%) e de produto formulado aplicado
sobre as sementes (0,5; 1 e 2 ml.kg?). Foram conduzidos dois experimentos em
delineamento inteiramente casualizado em casa de vegetacdo, em solos infestados
com o0s patégenos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani. Foi avaliada a
germinacao das sementes tratadas e promocao do crescimento vegetal por meio de
parametros radiculares. Neste estudo verificou-se que a combinacdo de 6% de
conidios na formulacdo com a dose de 2 ml.kg! de semente foi a que apresentou
melhor eficacia agronémica para a germinacgéo e promocéao do crescimento radicular
de soja em solo infestado com Fusarium oxysporum.

Palavras-chave: Trichoderma harzianum; fitopatdgenos; tratamento de semente;
soja.



ABSTRACT

The filamentous fungus Trichoderma harzianum is a widely used biological
agent in Brazil and worldwide for the control of plant pathogens and plant growth
promotion. In this study, 9 biological seed treatments were evaluated in soybeans, in
addition to the controls. The treatments used contained a fixed formulation, changing
the active ingredient dose (T. harzianum) in the formulated product (3%, 6%, and
12%) and the formulated product applied to the seeds (0.5 ml.kg, 1 ml.kg?, and 2
ml.kg™?). Two experiments were conducted in a completely randomized design in a
greenhouse, in soils inoculated with the pathogens Fusarium oxysporum and
Rhizoctonia solani. The germination and plant growth promotion were evaluated. In
this study, it was observed that the combination of 6% conidia in the formulation with
a dose of 2 ml.kg™? of seed showed the best agronomic efficacy for germination and
plant growth promotion of soybean in infested soil with Fusarium oxysporum.

Keywords: Trichoderma harzianum; phytopathogens; seed treatment; soybean.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Solo inoculado com Fusarium oxysporum ap6s 5 dias de

(olo] alo [[oi o] =10 1 T=T 0] (o TP 13
Figura 2. Percentual de germinacdo de sementes observado aos 8 dias apols a

] 04 [T= 1o 18] = WP 15
Figura 3. Detalhe da variagdo de tamanho observada nas imagens obtidas de raizes

(o Lo [} (S (= L (SRR = 1 2= 1 4 1<) 4100 S TP 16



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Discriminacdo dos tratamentos avaliados nos experimentos.................... 12
Tabela 2. Promocdo do crescimento radicular de soja apoOs tratamento com
diferentes concentracdes e doses de Trichoderma harzianum aplicadas nas
sementes, em solo artificialmente infestado com com Fusarium oxysporum........... 16
Tabela 3. Promocdo do crescimento radicular de soja apds tratamento com
diferentes concentracdes e doses de Trichoderma harzianum aplicadas nas
sementes, em solo artificialmente infestado com com Rhizoctonia solani ................ 17
Tabela 4. Conidios de Trichoderma harzianum recuperados de sementes apoés

L= 1721 015110 18



SUMARIO

LN RI0] 51U 07X 0 J T 10
N 1 O ) I | N I Y 10
1.2 OBJIETIVOS . ... e e e e enteeente e enteeenaeeenaeeas 11
1.2.1 ODJELIVO GEIAI ... 11
1.2.2 ODbjetiVoS €SPECITICOS.....uuuiriiii e e e 11
2 MATERIAL E METODOS ...ttt eee e ee e 12
3 RESULTADOS E DISCUSSAOD ......cueiieieieeeceeeeeeteeee ettt 14
A4 CONCLUSOES ......ooictieeeeeeteee ettt 19
5 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS .......ooveiieeeciceece e, 19

B REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt sttt et te et 20



10

1 INTRODUCAO

Linhagens de Trichoderma harzianum tem sido amplamente utilizadas no
Brasil e no mundo para proteger sementes e plantas da acdo de fitopatdogenos.
Atualmente, existem 38 produtos fitossanitarios registrados no Ministério da
Agricultura e Pecuéria) MAPA a base deste fungo, o que demonstra o qudao amplo é
o mercado deste ativo no pais (AGROFIT, 2023).

Os efeitos benéficos de T. harzianum vao muito além do micoparasitismo e
inibicdo de fitopatégenos. Além disso, observa-se inducéo de resisténcia sistémica
em plantas (ALFANO et al., 2007; HARMAN et al., 2004, HARMAN et al., 2007),
promocao do crescimento vegetal (GAMALERO et al., 2009), e auxilio na tolerancia
a estresses abidticos (BAE et al., 2009; BJORKMAN et al., 1998). A interacéo
sinergistica destes efeitos é responsavel pelos efeitos benéficos observados em
plantas inoculadas com T. harzianum.

Os fungos Rhizoctonia solani e Fusarium oxysporum sao fitopatégenos
necrotroficos e generalistas capazes de causar doencas enquadradas nos grupos |l
(Danos em plantulas) e Il (PodridGes radiculares), segundo a classificacdo de
McNew (1960). O ataque destes fungos pode acarretar em tombamento de plantulas
(damping-off) em pré e pés emergéncia, e também causar danos as raizes, que se
refletirdo em sintomas na parte aérea, podendo levar a morte das plantas (AMORIN,
2016). Para esses patdégenos, o controle biolégico com T. harzianum tem sido
proposto, com resultados positivos para R. solani (ELAD et al., 1980;
MONTEALEGRE et al, 2010; HUANG et al, 2011) e F. oxysporum
(SUNDARAMOORTHY et al., 2013; PERVEEN et al., 2012; SIVAN et al., 1986) Para
0 uso eficaz e economicamente viavel de T. harzianum no tratamento de sementes,
€ necessario se observar a quantidade O6tima de propagulos fungicos no
revestimento das sementes, o que € funcdo direta da quantidade de conidios
adicionados na formulagdo do produto e da dose de produto utilizada por kg de

semente.

1.1 JUSTIFICATIVA

O tratamento de sementes realizado por produtores e industria tem o0 objetivo
de manter a qualidade do lote de sementes, através da aplicacdo de um ou mais
produtos sobre as sementes, sejam eles quimicos ou biolégicos, com acao

fungicida, inseticida e nutricional, contribuindo para o rapido estabelecimento das
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plantulas, vigor e estande homogéneos, que irdo propiciar maiores produtividades
(BAUDET; PESKE, 2007).

O fungo T. harzianum tem sido amplamente adotado por agricultores no Brasil
e no mundo para a protegao de cultivos, especialmente por meio do tratamento de
sementes. Produtos contendo este fungo tem sido utilizados isolados e em
combinacdo com outros produtos quimicos e bioldgicos, com grande sucesso,
principalmente em grandes culturas como milho, soja e algoddo (BRUINSMA, 2022;
GROMANN, 2022; DA SILVA, 2022)

O tratamento biologico de sementes utilizando este fungo, além de conferir
protecdo a podriddes e tombamentos causados por patégenos de solo, como F.
oxysporum e R. solani, também contribui para o crescimento vegetal, especialmente
pelo aumento de biomassa e modificacdo da arquitetura das raizes pela producéo
de moléculas bioativas como compostos volateis e fitorménios (SALWAN et al.,
2019).

A producédo de conidios puros e de qualidade de T. harzianum pela industria é
uma tarefa extremamente dispendiosa. A dose de ingrediente ativo ou produto
técnico nas formulagdes comercializadas deve ser extremamente assertiva, de modo
a otimizar custos de producédo e maximizar a eficacia dos produtos no campo. Outro
ponto é a dosagem de produto formulado utilizado por kg de semente tratada, que
deve fornecer a quantidade adequada de fungo por semente para que se obtenha o
efeito agrondmico desejado. Neste sentido, tais dosagens devem ser otimizadas

para uma melhor relacéo custo-beneficio.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral
Definir a combinacdo entre dose de ingrediente ativo (T. harzianum) na
formulacdo e de produto formulado por kg de semente que apresente melhor
desempenho na cultura da soja em solos artificialmente infestados com os
patdgenos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani.
1.2.2 Objetivos especificos
Os objetivos especificos aqui trabalhados séo:
I. Definir a combinacdo entre concentracdo de conidios de T. harzianum

em produto formulado e dose de produto formulado nas sementes



12

que proporcione maior germinacdo e promocado do crescimento de
soja em solo infestado com Fusarium oxysporum;

[I. Definir a combinacédo entre concentracdo de conidios de T. harzianum
em produto formulado e dose de produto formulado nas sementes
que proporcione maior germinacdo e promocado do crescimento de

soja em solo infestado com Rhizoctonia solani.;

2 MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos em casa de vegetacdo, em
delineamentos inteiramente casualizados, com 5 repeticbes. Os fungos
fitopatogénicos Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani foram utilizados,
separadamente, na infestacdo do solo dos experimentos aqui detalhados. Houve a
testagem de 13 tratamentos (nove combina¢des entre dose e concentracédo de T.
harzianum e mais quatro testemunhas), totalizando 65 parcelas avaliadas, para cada

experimento.

Tabela 1. Discriminacao dos tratamentos utilizados nos experimentos.

Identificacéo Tratamento?
T1 Formulacéo 3% ativo? e 0,5 ml.kg! de semente
T2 Formulacéo 3% ativo e 1 ml.kg* de semente
T3 Formulacéo 3% ativo e 2 ml.kg* de semente
T4 Formulacéo 6% ativo e 0,5 ml.kg de semente
T5 Formulacdo 6% ativo e 1 ml.kg* de semente
T6 Formulacéo 6% ativo e 2 ml.kg* de semente
T7 Formulacédo 12% ativo e 0,5 ml.kg? de semente
T8 Formulacéo 12% ativo e 1 ml.kg™ de semente
T9 Formulacéo 12% ativo e 2 ml.kg* de semente
T10 Semente sem tratamento
T11 Formulacdo sem ingrediente ativo
T12 Trianum DS (Koppert) 2 ml.kg?
T13 Certeza N (Ihara) 2 ml.kg?

Tratamentos de 1 a 9 com a mesma formulacdo, exceto pela concentracdo de

ingrediente ativo;
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2Percentual de ingrediente ativo dado em relacdo a massa de conidios viaveis por

massa de produto formulado;

Foi utilizada uma mistura de solo argiloso, areia fina e substrato comercial
(Carolina Soil), nas propor¢coes de 1:1:1. As unidades experimentais foram
compostas por vasos de 3 litros de volume, nos quais foram semeadas 10 sementes
de soja. As sementes foram tratadas em um equipamento laboratorial de tratamento
de sementes (Arktos Laboratério L2K BM — Momesso), utilizando-se p6 secante
(PolyDry BR100 — Rigrantec; 2 g/kg), 1 dia antes da semeadura.

Foi realizada uma analise de concentracédo de conidios de T. harzianum nas
sementes, no dia da semeadura, por meio de imersdo das sementes tratadas em
solugcéao salina (NaCl) 0,85% + Tween 20 a 1%, agitacdo por 30 min e posterior
diluicdo seriada, e contagem com o auxilio de um hemocitdmetro e microscopio.

Os patdgenos foram crescidos em placa de cultivo (Batata-Dextrose-Agar),
sendo posteriormente retirados discos miceliais que foram inoculados em
Erlenmeyers de 2| contendo 500g de grdos de arroz parbolizado, previamente
esterilizado em autoclave. Os patégenos foram incubados por 10 dias a temperatura
de 25°C, tendo sua pureza e concentracao aferidas.

Em cada unidade experimental, foi adicionada e incorporada a mistura de
solo a proporcéo de inoculo de patégeno de 1g.kg? de substrato, na concentracdo
de 2 x 108 ufc.g. Os patdgenos foram incubados por 5 dias no solo sob temperatura

ambiente e molhamento diario (figura 1).

Figura 1. Solo inoculado com Fusarium oxysporum apos 5 dias de condicionamento.
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A semeadura ocorreu na profundidade de 2 cm. Os vasos foram mantidos
em casa de vegetacao climatizada com dois periodos de irrigacédo por dia (15 min),
via aspersao.

A avaliagdo de germinacao ocorreu 8 dias ap0s a semeadura, contabilizando
como germinadas as plantulas estabelecidas sem deformacdes. Aos 15 dias apos a
semeadura, foi avaliada a promocdo do crescimento vegetal por meio da
mensuragao de parametros radiculares, utilizando o scanner profissional Epson®
Expression 11000XL e o programa WIinRHIZO™ (Regent Instruments Inc, Quebec,
Canada). Os parametros mensurados quanto a promocdo do crescimento vegetal
foram: comprimento radicular; area projetada das raizes; area superficial das raizes;
relacdo comprimento/volume e volume radicular. Para a aquisicdo das imagens, as
raizes foram removidas do solo, limpadas, e armazenadas em potes plasticos de 1,8
| contendo solucdo de etanol 40%, devidamente identificados, até o momento da
leitura.

Os dados coletados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA),
adotando a distribuicdo normal como padrdo. Atendidos o0s pressupostos de
normalidade e homocedasticidade, verificados pelos testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett, respectivamente, foi realizado o teste de comparacdo de médias de Scott-
Knott a 10% de significAncia. As analises foram conduzidas no software R (R Core

Team, 2023) utilizando o pacote “ExpDes” (Ferreira et al., 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes as médias de germinacdo de sementes nos

experimentos conduzidos sdo apresentados na figura 2.
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Figura 2. Percentuais de germinacdo de sementes de soja observados aos 8 dias

apos a semeadura em solo infestado com Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani.

Fusarium oxysporum Rhizoctonia solani
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*Barras seguidas por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de

significancia de 10%.

No experimento conduzido com Fusarium oxysporum, os tratamentos T12,
T13 e T6 foram o0s que apresentaram maior germinacdo. JA no experimento
conduzido com Rhizoctonia solani, ndo se observou diferenca de percentual de
germinacao entre os tratamentos.

Portanto, o tratamento 6 se mostrou promissor por apresentar desempenho
igual aos padrdoes de mercado para o parametro germinacao no solo infestado com
Fusarium oxysporum.

Observa-se a inexisténcia de uma correlacdo de aumento linear da eficacia
do tratamento com a quantidade de propagulos de T. harzianum adicionados nas
sementes. Uma dose baixa de T. harzianum pode néo produzir efeitos significativos
de protecao/fitoestimulacdo, enquanto doses muito altas podem produzir efeitos
deletérios as sementes, 0 que necessita ser investigado com maior profundidade em
outros experimentos.

No que tange a promogao do crescimento vegetal, avaliada por meio de
parametros radiculares obtidos via andlise de imagem (Figura 3), observam-se os

resultados expostos na tabela 2.
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Figura 3. Detalhe da variacdo de tamanho observada nas imagens obtidas de raizes

de diferentes tratamentos.

Tabela 2. Promocdo do crescimento radicular de soja apoOs tratamento com
diferentes concentracdes e doses de Trichoderma harzianum aplicadas nas

sementes, em solo artificialmente infestado com Fusarium oxysporum.

Area projetada Area superficial  Volume

11

T2

T3

T4 129221,75 b 405962,5

5

16

17

T8

'T9 164565 b 5169958 b 0,5615 b
TI0 120659 b 3790602 b 0,38325 b
T11 16414425 b 5156745 b 056125 b
T12 145131,25 b 4559442 b 043675 b
713 SISCORSNENNSIEE 0573 b

lArea projetada das raizes (mm3), area superficial das raizes (mm3), volume
radicular (mm3);
2Valores seguidos por mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao

nivel de significancia de 10%.
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Os tratamentos que proporcionaram maior crescimento radicular no
experimento conduzido com Fusarium oxysporum, para os trés parametros acima
mostrados, foram T1; T2; T3; T6 e T8.

Tabela 3. Promocdo do crescimento radicular de soja apoOs tratamento com
diferentes concentracdes e doses de Trichoderma harzianum aplicadas nas

sementes, em solo artificialmente infestado com com Rhizoctonia solani.

Comprimento Area projetada Area superficial Comprimento/volume Volume

T1 4903662 b  210423,75 a 661066,5 a 4903662 b 0,71325
T2 5550117 a 237456 a 745990,5 a 5550117 a 0,80125
T3 6153289 a 236650,5 a 743460 a 6153289 a 0,71625
T4 7204800 a 262496 a 824654,8 a 7204800 a 0,75125
T5 6292668 a 231881,5 a 728477 a 6292668 a 0,67175
T6 7539914 a 297835,75 a 935678,2 a 7539914 a 0,929

T7 4533574 b 168832,25 b 530402 b 4533574 b 0,496

T8 4485875 b 191144,5 b 600498,2 b 4485875 b 0,64275
T 2786307 o 118230,5 b 371432,2 b 2786307 c 0,3945
T10 3753991 b 14522125 b 456226,2 b 3753991 b 0,44325
Tll 6263667 a 270989,25 a 851337,8 a 6263667 a 0,93975
T12 3187542 c 13209525 b 414989,2 b 3187542 c 0,43025
T13 5879739 a 242769,25 a 762681,5 a 5879739 a 0,79

valores seguidos por mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Scott-Knott ao nivel de significancia de 10%;
2Comprimento total das raizes (mm); area projetada das raizes (mm?); area

superficial das raizes (mm?); razdo comprimento/volume; volume radicular (mms3).

Os tratamentos que apresentaram melhor desempenho no experimento
conduzido com Rhizoctonia solani para a promocéo do crescimento radicular foram
T2; T3; T4; T5; T6; T1l e T13, sendo classificados nos grupos de médias
estatisticamente superiores, para 0s cinco parametros acima apresentados (tabela
3). Ou seja, como nenhum dos tratamentos foi melhor do que o T11 (formulacéo
sem ingrediente ativo), para nenhum dos parametros avaliados, ndo se pode atribuir
gualguer incremento no crescimento radicular aos tratamentos com Trichoderma
harzianum aplicados, nem mesmo aos tratamentos padréo T12 e T13 (ja disponiveis

no mercado). O fato de o tratamento T11 ter proporcionado resultados melhores que

Q9 T 9 T T 9 T 9 9 o 09 o0 @
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0 T10, mostra que houve uma influéncia dos componentes da formulagdo (sem o
ingrediente ativo) sobre o crescimento radicular.
Quanto a recuperacdo de propagulos de T. harzianum nas sementes tratadas

foram observados os dados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Recuperacao de conidios de Trichoderma harzianum de sementes de soja

apos tratamento com diferentes concentracdes e doses por kg de semente.

Tratamento Concentracdo esperada Concentracdo recuperada Recuperacao

T1 6,45E+08 3,38E+08 52,46%
T2 1,29E+09 6,66E+08 51,66%
T3 2,58E+09 1,32E+09 51,18%
T4 9,60E+08 4,97E+08 51,81%
T5 1,92E+09 9,84E+08 51,27%
T6 3,84E+09 1,96E+09 51,05%
T7 2,13E+09 1,13E+09 53,07%
T8 4,25E+09 2,26E+09 53,18%
T9 8,50E+09 4,50E+09 52,95%

Observa-se que as perdas em todos os tratamentos foram de mesma
proporcao, com perda média de 47,97%, ndo sendo este um fator que favoreceu ou
desfavoreceu um tratamento ou outro.

Analisando os dados de germinacdo e promocao do crescimento de ambos
0S experimentos, temos o tratamento 6 apresentando desempenho superior em
todos os parametros avaliados no experimento conduzido com F. oxysporum, sendo
sempre classificado no grupo das médias estatisticamente superiores.

A aplicacdo de T. harzianum nas sementes estimulou o crescimento
radicular independentemente da concentracéo e dose aplicada. Assim, combinagdes
de dose e concentracdo mais baixas, como 0,5 ml.kg contendo 3% de ativo ja sdo
suficientes para estimular o crescimento radicular. Para germinacdo, no entanto, o
efeito de concentracdo e dose foi observado, sendo mais vantajoso o uso de uma
concentragdo intermediaria (6%) e dose maior (2,0 ml.kg! de sementes).

JA o experimento conduzido com R. solani ndo apresentou resultados
conclusivos para discriminar tratamentos, apesar da germinagao ter variado entre 46
e 84% (Figura 2). Como a acédo protetiva de T. harzianum frente a R. solani ja foi
amplamente documentada na literatura (ELAD et al., 1980; MONTEALEGRE et al.,
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2010; HUANG et al., 2011), € possivel que neste experimento essa interacdo nao
tenha sido observada devido a fatores ndo controlados.

Apesar de o tratamento 6 (que se mostrou promissor no ambiente com
Fusarium oxysporum, ndo diferir da testemunha comercial no experimento em solo
infestado com Rhizoctonia solani, ainda assim esteve entre os tratamentos com
maiores médias. Importante observar isso, pois a ocorréncia de mais de um
patbgeno é comum nos solos, e o tratamento 6, se ndo contribuiu para a germinagao
e crescimento radicular no ambiente infestado com R. solani, pelo menos n&o foi

prejudicial.

4 CONCLUSOES

A aplicacédo de 2 ml.kg?! de formulacdo contendo 6% de ingrediente ativo foi
a que proporcionou melhores resultados no experimento conduzido com F.
oxysporum, sendo uma combinacdo interessante para utilizacdo em ensaios de
maior escala.

A cepa de R. solani e/ou a metodologia utilizada ndo gerou resultados

suficientes para discriminar estatisticamente os diferentes tratamentos aqui testados.

5 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos nos experimentos aqui relatados,
recomenda-se avaliar o tratamento 6 (2 mlkg? de formulagdo contendo 6% de
ingrediente ativo) para estimulo da germinacdo e crescimento de soja em solo
infestado por Fusarium oxysporum em ensaios de campo, com maior numero de
repeticdes, comparando com benchmarks quimicos e biolégicos, e até mesmo
combinac¢des entre estes, 0 que € usual no mercado, a depender da compatibilidade.
A avaliacdo da eficiéncia de Trichoderma harzianum na germinacéo e crescimento
de soja em solo infestado com Rhizoctonia solani pode ser avaliada com
concentracbes e doses do agente de controle biolégico diferentes das estudadas
neste trabalho, a fim de ampliar o conhecimento sobre essa interagéo
patbgeno/antagonista. Sugere-se também avaliar a reducdo da incidéncia das

doencas provocadas por patégenos de solo com o mesmo tratamento.
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