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RESUMO: A soja (Glycine max1..) contribui na gera¢ao de divisas via exportacio, considerada a cultura agricola
mais importante do Brasil. O objetivo foi analisar o uso do T. hargianum para microbiolizagao de sementes de
soja, visando o controle biol6gico de fungos. As sementes utilizadas foram das cultivares BRS 523 ¢ BRS 539,
onde os tratamentos caracterizou-se através do delineamento inteiramente casualizado. Para o teste de
sanidade, os tratamentos utilizados foram a testemunha, tratamento quimico (dicarboximida) e os tratamentos
biolégicos divididos nas concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 g de T. hargianum. 100" kg de
sementes. No teste de germinacéo, utilizaram-se os mesmos tratamentos da sanidade, avaliando-se o percentual
de germinacio, primeira contagem, sementes mortas e duras, e comprimento de plantulas. Realizou-se analise
de regressio para os dados quantitativos com a significancia dos modelos verificados pelo teste F. Portanto, a
aplicagdo de T. harzianum na concentragdo maxima (400 g) utilizada sobre as sementes de soja demonstrou
maior eficiéncia na reducio de Aspergillus flavus, Fusarium semitectum, Penicillinum sp. e Colletotrichum truncatum. Ja as
concentragoes altas (350 g e 400 g) de T. hargianum proporcionaram um aumento de 2% na germinagao da
cultivar de soja BRS 539.
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Microbiolization of soybean seeds with Trichoderma harzianun:
physiological and sanitary quality

ABSTRACT: Soybean (Ghcine max L.) contributes to the generation of foreign exchange via exports,
considered the most important agricultural crop in Brazil. The objective was to analyze the use of T. harzianum
for microbiolization of soybean seeds, aiming at the biological control of fungi. The seeds used were from the
cultivars BRS 523 and BRS 539, where the treatments were characterized through a completely randomized
design. For the sanity test, the treatments used were the control, chemical treatments (dicarboximide) and
biological treatments divided into concentrations of 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 and 400 g of T. harzianum.
100-1 kg of seeds. In the germination test, the same sanity treatments were used, evaluating the percentage of
germination, first count, dead and hard seeds, and seedling length. Regression analysis was carried out for the
quantitative data with the significance of the models verified by the I test. Therefore, the application of T.
barzianum at the maximum concentration (400 g) used on soybean seeds obtained greater efficiency in the
reduction of _Aspergillus flavus, Fusarium semitectum, Penicillium sp. and  Colletotrichum truncatum. The high
concentrations (350 g and 400 g) of T. barzianum provided a 2% increase in the germination of the soybean
cultivar BRS 539.

Keywords: seed pathology; biological control; large cultures.

ISSN: 2318-7670

, Thamires Kelly Nunes

1. INTRODUCAO

O complexo soja tem grande importincia economica
para o Brasil, sendo a principal cultura do agronegocio
brasileiro, ocupando aproximadamente 50% da area plantada
e apresentando o maior crescimento na producio nas tltimas
trés décadas, contribuindo significativamente para a
economia do pais (CONAB, 2019).

O consumo mundial de soja é de aproximadamente 350
milhSes de toneladas: China (29,3 %), Estados Unidos (17,8
%), Argentina (14,8 %) e Brasil (13,2 %) consomem juntos

75 % da safra e o comércio mundial é de aproximadamente
150 milhées de toneladas onde o Brasil (51 %) e Estados
Unidos (32 %) sdo responsaveis por 83% do total exportado
(FIESP, 2020). Em funcdo da oferta estavel ao longo do ano,
essa cultura se tornou o principal insumo na constituicio da
alimentacdo de aves, suinos e bovinos para producio de
proteina animal em todo o mundo.

Dentre os fatores que limitam a obtencdo de elevados
rendimentos em soja no Brasil estio as doengas. Sendo que
aproximadamente 40 doencas sdo causadas por fungos,


https://orcid.org/0000-0009-0003-0679-6919
https://orcid.org/0000-0001-7596-3221
https://orcid.org/0000-0003-3847-1249
https://orcid.org/0000-0001-8251-618X
https://orcid.org/0000-0002-7056-0789

Sales et al.

bactérias, nematoides e virus ja foram identificadas. Este
nimero continua a subir, devido a expansiao da soja para
novas areas e como consequéncia da monocultura. As severas
infecgdes de cada doenga variam de ano para ano e de regido
para regido, dependendo das condigbes climaticas de cada
safra (EMBRAPA, 2010). A maioria dos patégenos sido
transmitidos através das sementes e, portanto, o uso
principalmente de sementes sadias e com o tratamento de
sementes ¢ essencial para a prevencdo ou a reducdo das
perdas de produgio.

As principais doengas que se disseminam através da
semente sdo a antracnose (Colletotrichum truncatum), a seca da
haste e vagem (Phomopsis spp.), a mancha purpura da semente
e o crestamento foliar de Cercospora (Cercospora kikuchi), a
mancha “olho-de-rd” (Cercospora sojina), a mancha parda
(Septoria glycines) e o cancro da haste (Diaporthe phaseolorum
f. sp. meridionalis) (EMBRAPA, 2020).

Normalmente, o controle quimico tem sido a principal
estratégia utilizada no tratamento de sementes (DOMENE
et al,, 2016), porém, a procura por métodos alternativos para
tratamento de sementes tem ganho atencdo mundial, por
causarem menos impacto ao meio ambiente em decorréncia
de sua origem (PINHEIRO et al,, 2016; OLIVEIRA et al.,
2017).

O tratamento de sementes pode ocorrer com o uso de
produtos quimicos como fungicidas e inseticidas, e
formulados a base de fungos e bactérias para o controle
biolégico e promogio de crescimento vegetal. A utilizacao de
formulados a base de Trichoderma spp. vem sendo
amplamente estudada, isto porque o fungo ¢é utilizado como
agente de biocontrole e na promocio de crescimento vegetal,
devido aos seus mecanismos de acdo, como parasitismo,
antibiose, competicdo e indugdo de resisténcia de plantas
(MACHADO et al, 2012). Para as ocorréncias dos
mecanismos citados, sio liberados pelos isolados desse
género fangico mais de 278 compostos de metabdlitos
volateis (SIDDIQUEE et al., 2012) e ndo volateis (FIPKE et
al., 2015).

O Trichoderma spp. além de servir como biocontrolador
pode atuar como estimulador de germinagdo, emergéncia e
crescimento vegetal. O estimulo no crescimento de plantas
com a utilizagdo de fungos pode estar relacionado a producio
de fitohormonios vegetais e a solubiliza¢ao de nutrientes na
rizosfera, de forma que estejam aptos para absor¢io e
translocagdo pela planta (MACHADO et al.,, 2012). Nesse
sentido, o Trichoderma spp. produz diversidade de metabolitos
utilizados no controle biolégico de microrganismos na
espermosfera e na rizosfera (ETHUR et al,, 2012). Isso
contribui para sua adaptacio a diferentes solos de regiGes de
clima temperado e tropical, além de colonizar madeira
(MACHADO et al,, 2012). Agentes de controle biologico
(ACB) tem baixa ou nenhuma toxicidade para polinizadores
e ainda sdo compativeis com outros inimigos naturais, como
parasitoides (XU et al., 2011).

O género Trichoderma é o mais importante no controle
bioldgico de doencas de plantas, representando quase metade
dos agentes biolégicos encontrados no mundo (BETTIOL et
al,, 2012). Isso se deve a sua alta versatilidade em modos de
acdo (parasitismo, antibiose, competi¢ao), producio de
sider6foros e ainda induzem resisténcia ao hospedeiro. Sao
encontrados em diversos ambientes, apresentam rapido
crescimento em diferentes meios. Além disso, os
pertencentes a esse género, sdo capazes de atuar como

bioestimulantes, promovendo crescimento vegetal pela
liberagao de fitohormoénios e solubilizacio de nutrientes
(MACHADO et al.,, 2012). As espécies de Trichoderma spp.
vém sendo muito estudadas e pesquisadas nos dltimos anos
como agente de controle bioldgico, devido sua efetividade a
uma grande gama de patégenos causadores de doencas em
plantas (ZHANG et al., 2016). Virias espécies do género
Trichoderma sdo catracterizadas como portadoras de uma
resisténcia inata e/ou induzidas a muitos fungicidas, no
entanto, essa resisténcia ¢ diferente em funcdo do fungicida
utilizado (KHAN; SHAHZAD, 2007).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Localizagdo e obtengdo das sementes

O experimento foi realizado no Laboratério de
Fitossanidade do Semiarido (LAFISA) do Centro de
Desenvolvimento  Sustentivel do Semiarido Ciéncias
Agrarias (CDSA), da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), Sumé, Paraiba. Foram utilizadas sementes
de soja [Glycine max (L..) Merrill], cultivares BRS 523 (Lote 1)
e BRS 539 (Lote 2).

2.2. Teor de umidade

O teor de agua das sementes foi determinado pelo
método da estufa a 105 £3°C, por 24 horas (BRASIL, 2009),
utilizando-se quatro repeticoes de 50 sementes por cultivar.
Os resultados foram expressos em porcentagem com base no
seu peso imido.

2.3. Tratamentos

Os tratamentos, para cada cultivar, foram constituidos
por T1 = testemunha: agua destilada esterilizada (ADE) por
3 minutos; T2 = fungicida dicarboximida (240 g. 100 kg! de
sementes); T3 = 50 g de Trichoderma harzianum. 100" kg de
sementes na concentracio de 1 x 10 UFC - unidade
formadora de colonia; T4 = 100 g de T. Hargéanum. 100! kg
de sementes na concentracio de 1 x 101 UFC; T5 = 150 g T.
Harzganum. 100! kg de sementes na concentragio de 1 x 1010
UFC; T6 = 200 g T harzianum. 100" kg de sementes na
concentragdo de 1 x 101 UFC; T7 = 250 g de 1. Harzianum.
100-! kg de sementes na concentrag¢io de 1 x 101 UFC; T8 =
300 g de T. Hargianum. 100" kg de sementes na concentracio
de 1 x 10! UFC - unidade formadora de colénia; T9 = 350 g
de T. harzianum. 100! kg de sementes na concentragao de 1 x
1019 UFC; T10 = 400 g de T. Harzianum. 100" kg de sementes
na concentra¢io de 1 x 10'° . O biocontrolador foi aplicado
diretamente sobre a superficie das sementes seguindo da
mesma forma para o fungicida. Foi utilizado nos tratamentos
os conidios do fungo Trichiderma hargianum linhagem ESALQ
1306/Koppert. A testemunha correspondeu somente na
imersdo das sementes em ADE.

2.4. Teste de sanidade

Foram utilizadas 200 sementes por tratamento,
distribuidas em vinte repeti¢oes de dez sementes cada. Em
seguida as sementes foram incubadas em placas de petri
contendo dupla camada de papel filtro “Blotter Test”,
esterilizado e umedecido com ADE. As placas
permaneceram em incubagdo durante sete dias sob
temperatura de 25 12 °C e fotoperiodo de 12 horas
(BRASIL, 2009).

A identificagao dos fungos associados as sementes foi
realizada com o auxilio de microscopio Sptico e
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estereoscopico, apos sete dias de incubacio (SEIFERT et al,,
2011). O percentual de fungos foi determinado pela
incidéncia, e os resultados expressos em percentagem de
sementes infectadas (BRASIL, 2009).

2.5. Teste de germinagio

No teste de germinacio, foram utilizadas 200 sementes
por tratamento, divididas em quatro repeticdes de 50
sementes cada. As mesmas foram semeadas em papel
germitest previamente esterilizado e umedecido com ADE
na proporcio de 2,5 vezes o seu peso seco, mantidos em
sacos plasticos transparentes, com o objetivo de evitar a
perda de agua por evaporagio e incubados em germinador
B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) regulado a
temperatura de 30 °C e fotoperiodo de 12 horas. As
avaliagoes foram realizadas do quarto ao décimo segundo dia
ap6s a semeadura, considerando sementes germinadas
aquelas que apresentaram sistema radicular com pelo menos
2 mm de comprimento, e os resultados expressos em
porcentagem (BRASIL, 2009). A qualidade fisiologica foi
avaliada pelos seguintes testes, primeira contagem, percentual
de germinagdo, percentual de sementes duras e mortas e
comprimento da parte aérea.

2.5. Analise estatistica

Os tratamentos foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado (DIC). Para o teste de sanidade o
DIC foi constituido por dez repeticoes de vinte sementes em
cada tratamento. Nos testes de germinagdo o delineamento
foi composto por quatro repeticGes de cinquenta sementes
(BRASIL, 2009). Os dados foram submetidos a analise de
variancia. Realizou-se analise de regressao para os dados
quantitativos com a significancia dos modelos verificados
pelo teste F (p = 0,05).

3. RESULTADOS

A Figura 1 apresenta os dados relacionados a eficiéncia
de Trichoderma harzianum na reducio dos fungos Aspergillus
Sflavus (Figura 1A) e Penicillium sp. (Figura 1B).

Verificou-se que as doses de T. bargianum nas
concentragbes de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 g.
100! kg de sementes na concentracio de 1 x 10° UFC -
unidade formadora de colénia foram eficientes na reducio
dos fungos Aspergillus flavus ¢ Penicillium sp. quando
comparados com a testemunha (Figura 1). Dentre as doses
utilizadas, as menores incidéncias de Aspergillus flavus (lote 1
= 15%; lote 2 = 8%) e Penicillium sp. (lote 1 = 4%,; lote 2 =
2%) foram identificadas no tratamento 400 g de T. harzianum.

A eficiéncia do uso de T. hargianum na redugao dos fungos
Colletotrichum  truncatum ¢  Fusarium  semitectum pode  ser
visualizada na Figura 2.

A maior incidéncia de C. #runcatum foi observada no lote
1 (14%), quando comparado ao lote 2 (9%). Houve uma
reducio do fungo em ambos os lotes com efeito decrescente
da incidéncia em funcio do aumento das doses de T.
harzianum. As doses de 350 g e 400 g T. hargianum. 100 kg de
sementes na concentracio de 1 x 10! UFC foram as mais
eficientes no manejo de C. #rucatum (Figura 2A).

Em relacio ao controle de Fusarium semitecturn com o uso
de T. harzianum, observou-se que em todas as concentracées
utilizadas houve um efeito do biocontrolador. Dentre as
doses aplicadas, verificou-se que 400 g T. harzianum. 100" kg
de sementes na concentragao de 1 x 101 UFC foi responsavel
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pela erradicacio do fungo, assim comprovando a sua
eficiéncia, inclusive apresentando o mesmo resultado do
fungicida utilizado.
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Figura 1. Incidéncia dos fungos de armazenamento Aspergillus flavus
(A) e Penicillium sp. (B) em sementes de Glycine max submetidas ao
tratamento biolégico com Trichoderma harzianum. F = fungicida
Figure 1. Incidence of storage fungi Aspergillus flavus (A) and
Penicillum sp. (B) in Glycine max seeds submitted to biological
treatment with Trichoderma harzianum. F = fungicide.
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Figura 2. Incidéncia dos fungos patogénicos Colletotrichum truncatum
(A) e Fusarium semitectum (B) em sementes de Glycine max submetidas
ao tratamento biolégico com Trichoderma harzganum. F = fungicida.
Figure 2. Incidence of the pathogenic fungi Colltotrichum truncatum
(A) and Fusarium semitectum (B) in Glycine max seeds submitted to
biological treatment with T7ichoderma hargianum. F = fungicide.
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Os dados sobre a influéncia de T. harzianum sobre a
primeira contagem e germinac¢io das sementes de soja estio
apresentados na Figura 3.

Constatou-se no teste de primeira contagem da
germinacgdo que houve um efeito significativo em relagao ao
lote 2, apesentando um aumento de 2% quando utilizada a
dose de 400 g de T. harzianum (Figura 3A). Em relagdo aos
valores do teste de germinacio, observou-se um resultado
semelhante ao anterior, havendo um aumento de 3% no
percentual de geminagdo para o Lote 2 quando aplicada a
dose de 400 g T. hargianum (Figura 3B). Assim, destacando-
se como um tratamento promissor e demostrando um
incremento positivo no desenvolvimento inicial do processo
de germinacio das sementes.
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Figura 3. Percentual de primeira contagem (A) e germinagio (B) em
sementes de Glycine max submetidas ao tratamento biolégico com
Trichoderma barzianum. F = fungicida.

Figure 3. Percentage of first count (A) and germination (B) in G/yine
max seeds submitted to biological treatment witr Trichoderma
barzianum. F = fungicide.

A influéncia de T. bargianum no percentual de sementes
mortas e duras pode ser observada na Figura 4. Para os dados
referentes a sementes mortas, verificou-se que o uso de T.
harzianum na maior dose reduziu em 2% o percentual quando
comprado com a testemunha no lote 2. Entretanto, houve
um efeito contrario quando utilizada a dose de 300 g de T.
harzianum para o lote 1, onde foi constatado um aumento de
2% (Figura 4A).

Em relacdo ao efeito de T. hargianum no percentual de
sementes duras foi constatado que ndo houve influéncia para
o Lote 1. Entretanto, os maiores valores do lote 2 foram
apresentados nos tratamentos 50 g, 100 g e 150 g de T.
bharzianum, sendo 33%, 26% e 30%, respectivamente (Figura
4B).

Os resultados obtidos sobre a influéncia de T. barzianunm
no comprimento de plantulas de soja estio apresentados na
Figura 5. Em relacdo ao comprimento de plantulas, verificou-
se na Figura 5 que as plantulas pertencentes ao lote 2

apresentaram um aumento de 0,95 cm quando submetidas a
dose de 400 g de T. hargianum. Nio houve significancia dos
tratamentos quando aplicados nas sementes do lote 1.
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Figura 4. Percentual de sementes mortas (A) e duras (B) de Glyine
max submetidas ao tratamento biolégico com Trichoderma harzianum.
F = fungicida.

Figure 4. Percentage of dead (A) and hard (B) seeds of Ghyine max
submitted to biological treatment with Trichoderma harzianum. F =
fungicide.

Comprimento de Plantulas

T

‘:/ 12 y=3E-05x>- 0,0173x + 7,8962 y =7E-05x* - 0,0219x + 8,0915

= R2=0,823 R2=10,767

=

E 9.

= ... 81

3 ""““---"‘"--.nu 6.5
N 4 Rt

=4

£

£ 3

g mlote ! Lote2

3
[SI]

0 50 100 150 200 250 300 350 400 F F

Doses de Trichoderma harzianum

Figura 5. Comprimento de plantulas de Glyine max submetidas ao
tratamento biolégico com Trichoderma hargianum. F = fungicida.
Figure 5. Length of Gheine max seedlings submitted to biological
treatment with Trochoderma harziannm. F = fungicide.

4. DISCUSSAO

Constatou-se a eficiéncia dos tratamentos na reducio dos
fungos de armazenamento identificados nas sementes de
soja.

A eficiéncia do uso de Trucoderma harzianum na redugao de
Aspergillus flavus e Penicillinm sp. em sementes de soja foi
comprovada em pesquisa realizada por Santana et al. (2020),
onde identificaram uma reducdo de 28% e 10%,
respectivamente. Moura et al. (2022) avaliaram a influéncia
de Trichoderma spp. sobre a sanidade e aspectos fisiologicos
de sementes de Astronium urundeuva e constataram a
reducio de fungos do género Aspergillus.
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O género Trichoderma foi descrito como um potencial
agente de biocontrole para fitopatégenos em agricultura,
como o género Colletotrichum IKUCHLAN; ANSARI, 2019).
Isso age por meio de mecanismos de competigdo por espago
e nutrientes, antibiose, parasitsmo e indugio dos
mecanismos de defesa da planta contra patégenos
(CONTRERAS-CORNE]JO et al., 2020; SOOD et al., 2020;
VINAL; SIVASITHAMPARAM, 2020).

O wuso de T. hargianum foi eficiente na qualidade
fisiolégica de sementes de soja quando utilizada a dose de 1
ml 500 g de sementes, havendo um aumento de 5% em
relacdo a testemunha (SANTANA; SEGATO, 2020).

O fungo T. harzianum esta entre os agentes de biocontrole
mais conhecidos e estudados na agricultura, havendo
relatados como agentes biologicos inicialmente na década de
1930 (GHAZANFAR et al., 2018). Esse fungo pode ser
utilizado como promotores do crescimento de plantas,
indutores de resisténcia contra doencas e também utilizados
no controle de fitopatégenos (MACHADO et al., 2012).

As sementes duras podem ser descritas como aquelas que
permanecem sem absorver agua por um periodo mais longo
que o normal e se apresentam no final do teste com aspecto
de sementes recém-colocadas no substrato. Essa condicio é
relativamente  comum em  determinadas  espécies,
principalmente em leguminosas (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Kraemer (2022), avaliando o potencial de isolados de
Trichoderma spp. no biocontrole de doengas da soja e na
qualidade fisiolégica de sementes, obteve um resultado
semelhante a essa pesquisa, obtendo um aumento de 15 cm
no comprimento das plantulas quando comparadas com a
testemunha.

As eventuais diferencgas, independentemente de serem de
grandes ou em pequenas proporc¢des, podem ser explicadas
pela alteracio do comportamento fisiolégico dentro da
mesma espécie, onde as mudancas das condi¢Ges climaticas e
a diversidade genética das matrizes podem influenciar nos
testes que indicam o potencial fisiolégico, inclusive no
comprimento das plantulas (GUEDES et al., 2015).

5. CONCLUSOES

Foram identificados nas sementes de soja (Glyine max)
das cultivares BRS 523 e BRS 539 os seguintes fungos:
Aspergillus ~ flavus,  Fusarium  semitectum, — Penicillinm sp. e
Colletotrichum truncatum.

A aplicagao de Trichoderma bhargianum na concentragao
maxima (400 g) utilizada sobre as sementes de soja foi a mais
eficiente na reducdo de Aspergillus flavus, Fusarium semitectum,
Penicillium sp. e Colletotrichum truncatum.

As concentracoes altas (350 g e 400 g) de T. barzianum
proporcionaram um aumento de 2% na germinacido das
sementes de soja cultivar BRS 539.
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