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RESUMO

Presente na alimentacdo humana e animal, a soja conhecida cientificamente como Glycine
max (L.) Merrill, apresenta produtividade crescente nos Gltimos anos. Sabe-se que a
fitossanidade das lavouras é considerada como um dos principais limitantes para obter o
sucesso na colheita. Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia
de isolados de Trichoderma harzianum, quando utilizados em diferentes concentracdo em
aplicacdes para tratamento preventivo e curativo sob o patégeno causador da fusariose na
cultura da soja (Fusarium solani f.sp glycines) em condi¢des in vitro. Utilizando o delineamento
de blocos inteiramente casualidados (DIC) dispostos em quarenta unidades experimentais,
foram avaliados os didmetros das colbnias e a porcentagem de inibicdo do desenvolvimento
micelial do patégeno. Os resultados indicam que o controle biolégio testado é eficiente quando
utilizado em aplicacdes preventivas e em dosagens indicadas pela industria fornecedora. Para
as aplicacdes curativas, ndo apresentou maxima eficiéncia no controle.
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ABSTRACT

Present in human and animal nutrition, the soybean is scientifically known as Glycine max (L.)
Merril, has shown increasing productivity in recent years. It is known that the plant health of
the crops is considered as one of the main limitations to obtain the success in the harvest.
Therefore, this current study aimed to evaluate the influence of Trichoderma harzianum
isolates, when it is used in different concentrations in applications to preventive and curative
treatment in the pathogen that causes fusariosis in soybean (Fusarium solani f.sp glycines) in
vitro conditions. Using a completely randomized block design (RBD) arranged in forty
experimental units, the diameter of the colonies and the percentage of inhibition of the mycelial
development of pathogen were evaluated. The results indicate that the biological control tested
is efficient when it is used in preventive applications and in dosages indicated by the supplying
industry. To the curative applications, it did not show maximum efficiency in the control.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill), planta pertencente a familia das leguminosas,
originou-se no continente asiatico, na regido da China Antiga. Nos dias de hoje, a soja é uma
das principais fontes da alimentacdo humana e animal, por apresentar grande quantidade de
Oleo vegetal e de proteinas, além de vitaminas e minerais (MUNDSTOCK e THOMAS, 2005).

Segundo o relatério divulgado pela Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SEAB,
2020), na safra 2019/20 o estado do Parana apresenta produtividade crescente na cultura
gquando comparada com o0 ano anterior, passando de 19,7 para 20,4 milhdes de toneladas.

O sucesso da colheita relaciona-se diretamente com planejamento da lavoura, sendo
de suma importancia levar em consideragédo fatores como época e densidade de plantio,
controle de insetos pragas, plantas invasoras e doencas, além de, um manejo adequado do
solo. Estas tecnologias quando trabalhadas em conjunto promovem a sanidade das plantas
cultivadas potencializando a produgédo (AMORIM et al., 2011).

Entre os principais limitantes na produtividade, deve-se citar a incidéncia de doencas.
Agentes causais como bactérias, fungos, nematoides e virus, compdem aproximadamente 40
doencas que comprometem o desenvolvimento de plantas podendo resultar em perdas de 15
a 20% (EMBRAPA, 2013).

Segundo Trigiano et al. (2010), por ndo possuirem clorofila, os fungos néo necessitam
de luz para sobrevivéncia, dessa forma, grande parte deste grupo utiliza matéria organica para
obter carbono, acgucares, lipideos e aminoacidos fundamentais para o desenvolvimento.
Quando ha fonte de alimento concomitante a condicbes ambientais apropriadas, o
crescimento fungico é continuo e devido a esse fator sdo considerados comprometedores
para o desenvolvimento das plantas.

Os fungos fitopatogénicos estdo entre os principais causadores de epidemias em
diversas culturas, sendo diretamente responsaveis por prejuizos financeiros principalmente
relacionados a reducéo da qualidade do alimento produzido e a queda na produtividade das
lavouras (AMORIM et al.,2011).

A fusariose trata-se de um fitopatologia causada pelo fungo Fusarium solani f.sp
glycines, conhecida popularmente como podriddo vermelha da raiz (PVR). Teve sua primeira
incidéncia na safra de 1981/82 em Minas Gerais mas encontra-se atualmente em grande parte
das regides produtoras (EMBRAPA, 2003).

O fungo pode manter-se em dorméncia no solo por periodos superiores a oito anos na
forma de clamidosporos, deixando este estado apds a percepcdo de exsudatos liberados

pelas raizes em desenvolvimento. Ocorre entdo o crescimento do tubo germinativo, o qual



penetra a rizosfera do hospedeiro dando inicio a colonizacdo sobre o tecido do vegetal
(AMORIM et al., 2011).

Durante o desenvolvimento das estruturas do patdégeno, a planta a ativa mecanismos
de defesa criando estruturas de barreira que resultam na obstrucdo do fluxo da seiva e
consequentemente, observa-se sintomas de murcha (BACCHI et al., 2001).

A sintomatologia engloba inicialmente manchas avermelhadas no sistema radicular
nas proximidades da superficie, podendo evoluir para haste a centimetros acima do solo e
nesta area apresentar coloracdo castanho-clara. Posteriormente, observa-se na parte aérea
o sintoma conhecido como “folha carij¢” caracterizado pelo amarelecimento precoce do limbo
foliar podendo evoluir para necrose entre as nervuras (EMBRAPA, 2013).

A disseminagédo pode ocorrer através de sementes contaminadas ou até mesmo, pelo
transporte do solo com presenca do patdégeno pela agua, maquinarios ou por seres vivos. A
presenca de matéria organica no solo instiga o desenvolvimento de suas estruturas (BACCHI
et al., 2001).

No Brasil, ndo h& cultivares resistentes a esta doenga, e como alternativa para um
melhor manejo, recomenda-se evitar semeadura em solos compactados e mal drenados
associados a fertilidade desiquilibrada. Temperaturas entre 25°C e 32°C e altas taxas de
umidade, favorecem o desenvolvimento do fitopatégeno (EMBRAPA, 2013).

Em solos com alta concentracdo de Fusarium, indica-se intensificar o sistema de
rotacéo de culturas. Além disso, sistemas de monitoramento de &reas favorecem a reducao
de prejuizos acarretados pela infeccdo (BACCHI et al., 2001).

Segundo Amorim et al. (2011), o tratamento do solo e de sementes através de produtos
guimicos minimizam significativamente os danos. Além disso, o controle biolégico realizado
através de organismos antagodnicos sendo eles de origem fungica ou bacteriana, pode ser
citado como uma forma eficiente na reducao da incidéncia dos patégenos de solo.

O controle biologico através de isolados de Trichoderma sp. pode ser considerado de
alta eficiéncia. No Brasil, 0 estudo pioneiro envolvendo este microrganismo ocorreu no ano de
1950, quando Foster observou a inativagdo do virus do mosaico do fumo (TMV) ap0s 0 uso
de produtos com presenca deste fungo. Atualmente, as pesquisas envolvendo esta tecnologia
de controle é crescente e seu uso tem se intensificado por apresentar-se efetivo sob diferentes
patégenos de solo, como Fusarium sp., Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum
(EMBRAPA, 2009).

Tratam-se de fungos antagonistas de vida livre com facil desenvolvimento os quais
apresentam mecanismos de acdo baseados em competicdo, parasitismo e antibiose
resultando na reducao nos danos causados pelo fitopatbgenos, aumentando assim o estande

de plantas em areas contaminadas (EMBRAPA, 2009).



Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo de avaliar a eficiéncia
diferentes concentracdes de isolados de Trichoderma harzianum quando utilizados como

tratamento preventivo e curativo sob o patégeno causador da fusariose em condi¢des in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no laboratério de microbiologia disponibilizado pelo Centro
Universitario Campo Real, localizado na cidade de Guarapuava — Parana. Foi iniciado através
do isolamento do Fusarium solani f.sp glycines no dia 20 de fevereiro de 2020 e, a instalacdo
do experimento ocorreu no dia 06 de marco de 2020 finalizando em 23 de marco de 2020.

Para a obtencéo de colecao fungica pura do patdgeno, no dia 20 de fevereiro de 2020
foram coletadas na Fazenda Experimental do Centro Universitario Campo Real vinte plantas
de soja da variedade TMG 7062 as quais apresentavam sintomas visiveis de fusariose, sendo
dispostas em caixa térmica para posterior isolamento em laboratério. Em laborat6rio, foram
selecionadas dez plantas que apresentavam maior desenvolvimento fldngico nas
proximidades das raizes, estas, foram direcionadas a cAmara de fluxo e com auxilio de pinca
esterilizada ocorreu a coleta do micélio que posteriormente foi transferido para cinco placas
de Petri com meio de cultura estéril composto por BDA (Batata-Dextrose-Agar), em seguida
levadas para incubadora a 28°C.

No dia 23 de fevereiro de 2020, completando trés dias de inoculagdo do fungo
fitopatogénico foi possivel observar o desenvolvimento inicial do micélio, mas, as placas foram
mantidas em encubacao por sete dias a fim de favorecer o desenvolvimento da colénia em
massa e facilitar a separacdo de outros organismos Vivos.

No dia 28 de fevereiro de 2020, foi realizado a primeira replicacdo das coldénias em
cinco novas placas. Com auxilio de alca de transferéncia esterilizada, foram coletadas
pequenas por¢cdes de meio de cultura das placas encubadas onde o desenvolvimento do
patdgeno de interesse encontrava-se acelerado, além de, ndo existir contaminac¢des de outros
organismos. Posteriormente, foram transferidas cuidadosamente para as placas contendo
meio de cultura BDA dispondo em trés pontos de inéculo, e encaminhadas para incubadora a
28°C por sete dias.

Apos este periodo, no dia 05 de margo de 2020, ocorreu uma nova replicacdo das
colbnias em outras dez placas visando obter culturas puras do fungo patogénico mantendo-
as totalmente livre de outros microrganismos, para isso, fez-se o uso da forma mecéanica de
purificacdo citada pela EMBRAPA (1993), técnica nomeada como método de estria em placa.

Este procedimento ocorre no interior da camara de fluxo, e consiste em depositar a

mistura de esporos em um lado da placa estriando para cima e para baixo com auxilio de alca



de transferéncia esterilizada sobre a superficie evitando perfuracdes. Apos o depdsito
uniforme dos esporos, retira-se a alca e a esteriliza na chama da lamparina, fazendo em
seguida uma segunda estria da mesma forma que anteriormente em angulo perpendicular. O
processo se repete pela terceira vez, a fim de formar uma nova linha com menor presenca de
esporos em relagdo a primeira. Uma quarta etapa pode ser realizada caso exista a
necessidade (Figura 1). Apos a transferéncia do micélio foram direcionados para a incubadora
com temperatura de 28°C.

Figura 1. Técnica mecéanica de purificacao de cultuas - Método de estria em placa.

/%(H)( \; ;g;n \

Fonte: As autoras (2020). Adaptado EMBRAPA — CNPT, 1993.

Apés sete dias, o desenvolvimento micelial obtido ndo apresentou contaminacao
sendo considerado como cultura pura de Fusarium solani f.sp glycines, classificado de acordo
com suas caracteristicas estruturais.

Tendo o isolamento do patégeno efetivado, ocorreu a montagem do experimento
utilizando delineamento de blocos inteiramente casualisados (DIC) onde foram testados a
eficiéncia do controle biolégico através de isolado de Trichoderma harzianum em condices
preventivas e curativas, sob o desenvolvimento micelial do patégeno em condic¢des in vitro.

Ambos, foram avaliados apés 72 horas de inoculacéo do fungo patogénico.



No dia 12 de marc¢o de 2020, foi implantado o teste para o controle biol6gico composto
por cinco repeticdes e quatro tratamentos (Tabela 1), os quais foram dispostos em vinte placas
destinadas para observacdo do controle preventivo e vinte do curativo, totalizando assim
quarenta unidades experimentais. A transferéncia do fungo fitopatogénico se deu atravées da
coleta do micélio, sendo inoculado em pontos de tamanho similar.

No controle biolégico preventivo, para a composicdo do meio de cultura foram
dissolvidos em 150ml de BDA diferentes concentracbes de isolados de Trichoderma
harzianum com 1x10° unidades formadoras de col6nia (UFC), produto cedido pela empresa
Ballagro.

Antecedendo a incubacao obteve-se a solidificacdo do meio em temperatura ambiente,
posteriormente foi realizado quatro pontos de inéculo do patégeno em cada placa de Petri.
Desta forma, pdde-se observar quais efeitos o fungo benéfico exerce sob o desenvolvimento
inicial do patégeno quando aplicado em diferentes concentragdes.

Para o desenvolvimento do teste de controle biolégico curativo, inicialmente houve a
transferéncia do patdégeno em quatro pontos de inéculo em cada placa, em seguida, estas
foram encaminhadas a incubadora por sete dias & 28°C a fim de induzir o desenvolvimento
micelial anterior & aplicacéo das diferentes concentracdes do produto. Neste caso, foi possivel
observar qual é a influéncia do T. harzianum quando aplicado apds o estabelecimento do
patégeno.

Tabela 1. Concentragfes do isolado de Trichoderma harzianum utilizado no teste de controle

bioldgico curativo e preventivo.

TRATAMENTO CONCENTRACAO
T1 TESTEMUNHA
T2 0,037g
T3 0,075g
T4 0,15g

FONTE: As autoras (2020).

As variaveis que foram analisadas no desenvolvimento do trabalho permitiram o
conhecimento dos diametros das colbénias possibilitando o célculo da porcentagem de inibicédo
de crescimento micelial (PIC) do patégeno, quando submetidos a diferentes concentracées
de isolados de Trichoderma harzianum aplicados na forma preventiva e curativa. Os dados

coletados foram submetidos a analise de regressdo com auxilio do Excel.



3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O efeito inibitério proveniente da aplicagdo preventiva de isolados de Trichoderma
harzianum sobre o crescimento micelial do fungo Fusarium solani f.sp glycines pode ser
observado na Figura 1.

Figura 1. Porcentagem de inibicao de crescimento micelial (PIC) do fungo Fusarium solani
f.sp glycines expostos a tratamentos com diferentes concentragbes de isolados de
Trichoderma harzianum em aplicacao preventiva. Guarapuava/Parana, 2020.
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FONTE: As autoras (2020).

Através da andlise estatistica por meio do gréfico de regressao, foi possivel observar
a influéncia exercida pelo agente biolégico no controle do fitopatégeno. Como resultado, pode-
se citar que a concentragdo de 0,075g a qual corresponde ao tratamento 3, apresentou
resultados satisfatorios quando comparados aos demais.

O segundo tratamento correspondeu a uma subdosagem, sendo a concentracao de
0,037g de T. harzianum, esta apresentou influéncia significativa sob o patégeno sendo
considerado satisfatério em ralacdo a testemunha. Enquanto, o tratamento 4 sendo este na
concentracao de 0,15 apresentou altos niveis de controle do desenvolvimento micelial, porém,
com menor influéncia sob o fungo patogénico quando comparado com os tratamentos de
dosagens menores.

A concentragcdo que apresentou melhor controle do desenvolvimento do Fusarium
solani f.sp glycines mostra-se no tratamento 3, o qual obteve porcentagem de inibicdo de
crescimento micelial (PIC) de 128%, coincidindo com as indicacfes da industria fornecedora.

E possivel observar o crescimento diminuto das colénias do fitopatdgeno quando

dispostas ao agente biolégico em dosagens préximas das recomendacdes da industria



fornecedora, sendo estas o tratamento 2 e 3. Porém, o fungo agente causador da fusariose
apresenta-se estabelecido quando ocorre o aumento da dosagem (Figura 2).

Figura 2. Comparativo do tratamento bioldgico preventivo com diferentes dosagens de
Trichoderma harzianum, apds 72 horas de incubacdo do patdgeno. Guarapuava - Parand,
2020.

FONTE: As autoras (2020).

O tratamento 3 obteve como média do didametro das colénias do fungo fitopatogénico
igual a 0,01 cm, sendo este considerado a melhor concentragdo nas condi¢fes testadas.
Médias de 0,075 cm e 0,25 cm foram obtidas nos tratamentos 2 e 4 consecutivamente,
mostrando assim, um menor controle nestas dosagens. Enquanto a testemunha apresentou
média igual a 1,29 cm (Figura 3).

Resultado semelhantes foram obtidos por Ethur et al. (2008), onde o de T. harzianum
promoveu controle de patogenicidades promovidas pelo género Fusarium, sendo considerado
em alguns casos o controle biolégico mais efetivo sob o desenvolvimento de fungos de solo
em relacdo a alguns produtos quimicos.

Segundo Datnoff et al. (1995), quando ocorre a aplicacdo preventiva de Trichoderma
harzianum no solo tém-se a protecao da planta contra a podridao da raiz, pois, 0 estagio onde
0 Fusarium encontra-se mais sensitivo e com menor eficiéncia nos mecanismos de defesa
ocorre durante a germinacao de suas estruturas, as quais sdo denominadas clamiddsporos.

No trabalho desenvolvido por Ethur et al. (2008), o maior controle de fusariose através
da aplicagdo de T. harzianum na cultura do Tomate, ocorreu em doses de 0,5g sendo esta,
indicada pelo fornecedor. Nos tratamentos classificados como superdosagem, apresentaram

maior incidéncia do patdgeno.



Figura 3. Média do didmetro das colbnias de Fusarium solani f.sp glycines quando dispostas
em tratamentos com diferentes concentracdes de isolados de Tricoderma harzianum em
aplicacdo preventiva. Guarapuava - Parana, 2020.
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FONTE: As autoras (2020).

Segundo Lucon et al. (2014), para sucesso do controle € de extrema importancia seguir
as recomendacfes nas dosagens a serem aplicadas, pois, tratamentos com agentes
biolégicos diferentemente dos produtos quimicos tem o resultado obtido através da
capacidade de acdo que a linhagem do Trichoderma possui, ou seja, ndo é determinado pela
quantidade de principio ativo.

Para Datnoff et al. (1995), quando ocorre a adicdo do excesso de um fator como o
agente bioldgico, existe a possivel variagdo na eficiéncia do produto podendo diminuir ou até
mesmo anular o efeito antagonista do mesmo.

O mecanismo de acdo existente nestes fungos pode ser variado, podendo ocorrer
através de competicdo por espago e nutrientes, inducdo de resisténcia, producdo de
metabdlitos, micoparasitismo e antibiose. E, estes mecanismos podem ser usados em
conjunto pelas linhagens de Trichoderma (PEREIRA, 2009).

Acredita-se que existe a producdo de metabdlitos pelo antagonista capaz de inibir o
crescimento dos fitopatégenos, como o Fusarium. Quando o Trichoderma esta estabelecido
no meio e detecta o desenvolvimento de outros fungos, inicia-se o processo de formacéo dos
apressorios sobre a hifa do patdégeno e, onde este se prende sdo formados orificios que
facilitam a entrada no limen do fungo alvo. Os fungos benéficos podem produzir inimeras
enzimas responsaveis por degradar a parede celular do patégeno, resultando no parasitismo
do mesmo (PEREIRA, 2009). Segundo Milanesi et al. (2013), esses metabdlitos s&o
conhecidos como enzimas liticas extracelulares, o que os tornam uma excelente opc¢éo de

antagonista.



Em contra partida, quando fala-se do uso de Tricoderma harzianum como método de
controle curativo para fungos fitopatogénicos de solo como Fusarium solani f.sp glycines,

podem nao apresentar eficiéncia maxima (Figura 4).

Figura 4. Porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC) do fungo Fusarium solani
f.sp glycines expostos a tratamentos com diferentes concentragbes de isolados de
Trichoderma harzianum em aplicagéo curativa. Guarapuava - Parana, 2020.
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FONTE: As autoras (2020).

Quando ocorre a aplicagdo de T. harzianum com intuito de realizar o controle curativo
de Fusarium solani f.sp glycines, o agente hioldgico ndo apresentou-se como boa alternativa.
Pode-se observar que as aplicacdes de diferentes dosagens, obtiveram porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial reduzida, sendo esta de 10% no tratamento 2, apresentando-
se crescente nos tratamentos 3 e 4 com controle de 15% e 14% do crescimento micelial
consecutivamente, como pode-se observar na Figura 4.

Neste caso, o diametro das col6nias mostrou-se menor qguando submetido em maiores
doses do produto biolégico. Sendo considerada a maior influéncia do Trichoderma harzianum
no controle curativo quando dispostos nos tratamentos 3 e 4 0s quais apresentaram média de
2,4 cm e 2,5 cm (Figura 5). Porém, ndo observa maxima eficiéncia no controle do patégeno
nas condicfes testadas.

Segundo Lucon et al. (2014), o controle biolégico com Trichoderma apds o
estabelecimento do fungo fitopatogénico no solo, deve ser usado apenas quando ha interesse
na reducao da incidéncia do mesmo na préxima safra. Pois, este produto é considerado como
uma opgao antagonista apresentando maior eficiéncia no controle do fungo causador da

fusariose apenas quando a aplicacdo ocorre com o intuito preventivo.



Figura 5. Média do diametro das colonias de Fusarium solani f.sp glycines quando dispostas
em tratamentos com diferentes concentragdes de isolados de Trichoderma harzianum em
aplicacao curativa. Guarapuava - Parand, 2020.
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Observa-se na Figura 6, que em comparativo com a testemunha houve um menor
desenvolvimento da col6nia de Fusarium nos tratamentos 3 e 4, além disso, nestes, nota-se
em maiores indices o desenvolvimento do fungo benéfico de coloragéo esverdeada. Porém,

a reducdo do desenvolvimento das colénias ndo é considerado significativo.

Figura 6. Comparativo do tratamento biolégico curativo com diferentes dosagens de
Tricoderma harzianum, ap0s 72 horas de incubagéo do patdgeno. Guarapuava - Parana,
2020.

FONTE: As autoras (2020).



Segundo Pereira (2009), os metabdlitos produzidos pelo antagonista sao capazes de
inibir o desenvolvimento de patégenos como o Fusarium, quando o organismo de controle
biol6gico encontra-se estabelecido durante o desenvolvimento inicial do fungo alvo devido as
condi¢bes de mecanismos de agéo.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de isolados Trichoderma harzianum pode ser considerado como alternativa
eficiente para o manejo integrado da furasiose na cultura da soja. Observa-se influéncia
significativa do controle biolégico sob o patégeno quando utilizado em aplica¢cdes preventivas
concomitante a dosagens recomendadas pela industria fabricante, reacdo favorecida pelo
potencial competitivo, micoparasitismo, antibiose e producéo de metabalitos.

Porém, os tratamentos consideram-se nado satisfatdrios quando utilizados em
aplicacdes curativas por apresentar como resultado a porcentagem de inibicado de crescimento

micelial diminuta.
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