Universidade Estadual do Norte do Parana

Repositdrio Institucional UENP https://repositorio.uenp.edu.br
Programa de Pés-Graduacdo em Agronomia Dissertacfes
2023

Desempenho de fungicida quimico e
bioldgico no desenvolvimento da soja
e colonizacao micorrizica

Antonucci, Bruno do Valle

Universidade Estadual do Norte do Parana

ANTONUCCI, Bruno do Valle. Desempenho de fungicida quimico e biolégico no
desenvolvimento da soja e colonizagdo micorrizica. Orientador: Rodrigo de Souza Poletto.
2023. 36 f. Dissertacao Mestrado em Agronomia - Centro de Ciéncias Agrarias, Campus
Luiz Meneghel, Universidade Estadual do Norte do Parana, Bandeirantes, 2023.
https://repositorio.uenp.edu.br/handle/123456789/954

Baixado de Repositdrio Institucional UENP



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE DO PARANA
CAMPUS LUIZ MENEGHEL
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

BRUNO DO VALLE ANTONUCCI

DESEMPENHO DE FUNGICIDA QUIMICO E BIOLOGICO NO
DESENVOLVIMENTO DA SOJA E COLONIZACAO MICORRIZICA

BANDEIRANTES-PR
2023



DESEMPENHO DE FUNGICIDA QUIMICO E B~IOL(')GICO NO
DESENVOLVIMENTO DA SOJA E COLONIZACAO MICORRIZICA

Dissertacédo apresentada ao Programa de
Mestrado em Agronomia, da
Universidade Estadual do Norte do
Parana, Campus Luiz Meneghel

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo de Souza
Poletto

Coorientador:  Prof. Dr. Leopoldo
Sussumu Matsumoto

BANDEIRANTES-PR
2023



Ficha catalografica elaborada por Lidia Orlandini Feriato Andrade, CRB 9/1556, através do
Programa de Geragao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UENP

Antonucci, Bruno do Valle
A635d Desempenho de fungicida quimico e biolégico no
desenvolvimento da soja e colonizagdo micorrizica /
Bruno do Valle Antonucci; orientador Rodrigo de
Souza Polettoc - Bandeirantes, 2023.
37 . eIl

Dissertagdo (Mestrado Académico Agronomia) -
Universidade Estadual do Norte do Parana, Centro de
Ciéncias Agrarias, Programa de Pos-Graduacdoc em
Agronomia, 2023.

1. Soja - Cultivo. 2. Fungicida quimico e
biolégico. 3. Fungos micorrizicos arbusculares. 4.
Glycine max. 5. Desenvolvimento de plantas . I.

Polettoc, Rodrigo de Souza, orient. II. Titulo.

CDD: 633.4

BRUNO DO VALLE ANTONUCCI



DESEMPENHO DE FUNGICIDA QUIMICO E B~IOL(')GICO NO
DESENVOLVIMENTO DA SOJA E COLONIZACAO MICORRIZICA

Dissertacao apresentada ao Programa de
Mestrado em Agronomia da Universidade
Estadual do Norte do Parana, Campus
Luiz Meneghel.

Aprovada em: 06/07/2023

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Leopoldo Sussumu Matsumoto

Prof. Dr. Luis Eduardo Azevedo Marques Lescano
Prof. Dr. Danilo Miralha Franco

Prof. Dr. Diego Resende Rodrigues

Prof. Dr. Ulisses Brigatto Albino

Prof. Dr. Rodrigo de Souza Poletto
Orientador



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Croqui da area experimental. .........cccccoviiiiiiimiieeei e 17

Figura 2: Fragmentos de raiz de Glycine max, coloridos e dispostos em lamina
1] (=T 67Tt o3 o] g =T = HA PSRRI 19

Figura 3: Imagem de microscopia optica com aumento de 100x: Fragmento de
raiz de Glycine max colonizado por fungos micorrizicos arbusculares. ............ 19

Figura 4: Médias de comprimentos de partes aéreas de soja submetida a
diferentes tratamentos de revestimento de sementes. .........ccovvvvvviiiieiiiiiieeennen. 20

Figura 5: Médias de massas secas das partes aéreas de soja submetida a
diferentes tratamentos de revestimento de sementes. ..........oeeeiieeeieeieeeeeiinnnnnn. 20

Figura 6: Médias dos volumes de raizes de soja submetida a diferentes
tratamentos de revestimento de sementes. ... 22

Figura 7: Médias de massas secas de raizes de soja submetida a diferentes
tratamentos de revestimento de sementes. ... 22

Figura 8: Médias das massas secas de nddulos de soja submetida a diferentes
tratamentos de revestimento de sementes. ... 24

Figura 9: Médias percentuais de micorrizagcdo de raizes de soja submetida a
diferentes tratamentos de revestimento de sementes. ..........ccoovvviiiiiiiiiiiiiienneen. 26



SUMARIO

=N 61V [ LN 7
ABSTRACT ...ttt ettt et et ettt e ee e ettt e ee et e et et e e et et e ae e e e e ae e e e e e et et e e e e e e e e et et e e e e e e e eeaeeeeeeraranes 8
1 INTRODUGAD ...ttt ettt ettt ettt es e teas st sessesetetessssssesessssesesessesssesessssssesensanas 9
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........oouiuivereieiiececie ettt s s e 11
2.1 LGN {0 = o = T o | - U 11
2.2 FUNgOos MiIcOrriziCos arbUSCUIAIES ......cccuvieiieiieee e e e e e 11
2.3 Influéncia dos defensivos quimicos no estabelecimento da Micorriza arbuscular ......... 13
2.4 Aplicabilidade do Trichoderma harzianum e sua interagdo com microrganismos do

[7Z0T ] - s Lo TP U 14
3 MATERIAL E METODOS ...couvuirinierieteiensinsiseessessessessesse sttt sessessessens 16
3.1 Caracterizagdo da drea experimental. ... 16
3.2 Delineamento eXperiMmeEntal ......occueee e 17
3.3 Avaliagdo de amostras em 1aboratdrio .......ccceeeiecieeiieciiee e 18
3.4 ANAlise EStatiStiCa...ccoeereiiieiiieieeee et s st e 20
4 RESULTADOS E DISCUSSAD .....cvvvivitieieieeieieeseststt st be st ss s sn s naes 20
4.1 Pt @BIEA . ei ittt et e et e s b e e bte e s areesbeeesabeeeane 20
4.2 [ | 2P P PP PPRPPPPPPTN 22
4.3 [\ FoTe (U] F- ok T U PRSP 24
N S 001 (o Yo Y2 Tox-To T s o 1T olo] g g A Tor- [T 25
5 CONCLUSAD ..ottt ettt 27
6 CONSIDERAGOES FINAIS......ocveveeeeieeeteeeeeeteteeesesesesesesesessesssessssesssesesssssessssesssessnsssssessasanns 27

REFERENCIAS ...ttt ettt e et ee et et esees et eseaeeeeneene e eteeseseaeeeeeneeeaseseeseaeeseaeanenen 27



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer aos meus pais, Miguel Cesar
Antonucci e Lucilene de Fatima do Valle Antonucci, por estarem sempre
presentes em cada etapa da minha vida e tornarem possivel a realizacao dos
meus sonhos.

Gostaria de agradecer também ao professor Dr. Leopoldo Sussumu
Matsumoto, ao professor Dr. Luis Eduardo Azevedo Marques Lescano, e ao meu
professor orientador Dr. Rodrigo de Souza Poletto, por todo o apoio e dedicagao
durante este arduo periodo de capacitagao.

Agradeco também a instituicdo de fomento CAPES, pelo amparo
financeiro concedido por meio das bolsas de pesquisa, tornando possivel nao
somente a realizacado do meu trabalho, mas a de diversos outros que
representam avancos cientificos extremamente significativos.

Por fim, gostaria de agradecer as instituicoes UENP/CLM e Caltech Agro,
pelo apoio e credibilidade ao decorrer de minha trajetéria.



ANTONUCCI, Bruno do Valle. Desempenho de fungicida quimico e biolégico no
desenvolvimento da soja e colonizacao micorrizica. 2023. Dissertagdo de
mestrado em agronomia - Universidade estadual do norte do parana, campus Luiz
Meneghel, Bandeirantes, 2023.

RESUMO

A micorriza arbuscular é um tipo de associagéo presente em diversos ecossistemas
terrestres e, além ter um papel importantissimo na nutricdo, desenvolvimento e
resisténcia de plantas, é capaz de servir como parametro a bioindicagao de qualidade
ecoldgica, juntamente aos outros microrganismos presentes no rizoplano, como o
Trichoderma harzianum e o Bradyrhizobium japonicum. Sabe-se que a implementagao
de tecnologias de origem bioldgica na agricultura, tem reduzido muitos impactos
ambientais e colaborado para a diminuigdo do uso de produtos quimicos prejudiciais
a microbiota do solo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do fungicida
quimico (FQ) e fungicida biolégico (T. harzianum) no desenvolvimento de plantas e
colonizagcdo micorrizica, pelo tratamento de sementes de Glycine max. A area
experimental foi de 80 m?e o delineamento em blocos casualizados. Avaliou-se massa
seca de parte aérea e de raiz, altura de parte aérea, volume de raiz, massa seca de
nédulos e porcentagem de colonizagdo micorrizica. A utilizagdo isolada de FQ
apresentou indices baixos de massa seca de parte aérea e de raiz, além de baixos
valores de altura de parte aérea e volume de raiz. Da mesma forma, as porcentagens
de micorrizagao foram baixas, o que nao ocorreu com a massa seca de nodulos, que
se apresentou alta nos tratamentos com adicdo do FQ. De maneira geral, o T.
harzianum demonstrou atuar com sinergismo a colonizagao micorrizica, favorecendo
acréscimos nos parametros de desenvolvimento das plantas, mesmo quando
presente o FQ.

Palavras-chave: Fungos Micorrizicos Arbusculares; Glycine max; Trichoderma

harzianum.
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhiza is a type of association present in several terrestrial
ecosystems and, in addition to having a very important role in the nutrition,
development and resistance of plants, it is capable of serving as a parameter for the
bioindication of ecological quality, together with other microorganisms present in the
rhizoplane, such as Trichoderma harzianum and Bradyrhizobium japonicum. It is
known that the implementation of technologies of biological origin in agriculture has
reduced many environmental impacts and collaborated to reduce the use of chemical
products harmful to the soil microbiota. This work aimed to evaluate the influence of
chemical fungicide (FQ) and biological fungicide (7. harzianum) on plant development
and mycorrhizal colonization, by treating Glycine max. The experimental area was 80
m2 and the design was in randomized blocks. Shoot and root dry mass, shoot height,
root volume, dry mass of nodules and percentage of mycorrhizal colonization were
evaluated. The isolated use of FQ showed low rates of shoot and root dry mass, in
addition to low values of shoot height and root volume. Likewise, the percentages of
mycorrhization were low, which did not occur with the dry mass of nodules, which was
high in the treatments with the addition of FQ. In general, T. harzianum has shown to
act synergistically with mycorrhizal colonization, favoring increases in plant
development parameters, even when FQ is present.

Keywords: Arbuscular Mycorrhizal Fungi; Glycine max; Trichoderma harzianum.



1 INTRODUCAO

Apesar do Brasil ainda ocupar o posto de maior consumidor mundial de
agroquimicos, a eficiéncia de microrganismos no controle biolégico vem se tornando
uma das principais razdes para diminuicdo do uso destes produtos (DOMENICO,
2019). Ha uma crescente utilizagédo isolada e combinada de microrganismos do solo
como promotores de crescimento de plantas e, consequentemente, do aumento da
produtividade, fator esse que vém ganhando espaco no enriquecimento da agricultura
sustentavel, por ndo causarem impactos negativos ao meio ambiente e serem
promissores ao sistema de cultivo (SILVA et al., 2020).

Ha muitos microrganismos que desempenham papéis fundamentais na
qualidade dos ecossistemas agricolas, com influéncia direta no desenvolvimento e
produtividade das culturas (COLODETE et al., 2014). Dentre eles, destaca-se o fungo
micorrizico arbuscular (FMA), como integrante edafico de diversos ecossistemas
(FONSECA et al., 2019). Sendo organismos biotréficos obrigatérios, os FMAs
dependem do carbono fornecido pela planta, para sua sobrevivéncia e
desenvolvimento (BERBARA; SOUZA; FONSECA, 2006). Isso ocorre por meio da
formacao da simbiose micorriza arbuscular (MA), em que as hifas do fungo, com suas
estruturas integradas as raizes, também transferem nutrientes do solo, como fésforo
e nitrogénio, diretamente para a planta (PEREIRA et al., 2012).

Em ecossistemas agricolas, quando o manejo empregado favorece a atividade
dos FMAs, estes atuam como uma ferramenta biotecnoldgica, sendo muito
importantes a produgéo sustentavel (BIZOS et al., 2020). Desse modo, a ocorréncia
e diversidade de FMAs, podem ser diretamente afetadas pelas praticas adotadas no
campo, tanto positivamente quanto negativamente. Da mesma forma, a condicéao do
solo também é um fator de influéncia para a estabilidade entre os organismos
edaficos (PEREIRA; GIONGO; LIMA, 2021).

Estudos tém demonstrado que, embora grande parte das aplicagdes quimicas
de fungicidas e inseticidas nao interfira significativamente na colonizagao radicular da
planta pelo FMA, alguns dos fungicidas quimicos podem comprometer o
estabelecimento da micorriza arbuscular, principalmente quando estes produtos
estao presentes na fase pré-simbiética (JIN; GERMIDA; WALLEY, 2013; CAMERON
et al., 2017a).
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Praticas agricolas conservacionistas com manejos que permitem a diminuigao
do uso de agroquimicos, podem proporcionar melhorias significativas na qualidade
do solo e beneficiar os FMAs, visto que sua comunidade tende a ser mais numerosa
em tais condicées (SILVA; GIONGO; LIMA, 2021). Isso porque o nivel de
conservacao de suas estruturas, bem como seu potencial de infectividade e
colonizacao, dependem diretamente da integridade de seus propagulos no solo (REIS
et al.,, 2012; BRITO et al., 2019; SILVA; GIONGO; LIMA, 2021).

Alguns microrganismos de importancia agricola, como o Trichoderma
harzianum, apresentam uma relacao de compatibilidade com os FMAs, onde ambos
0s organismos garantem beneficios mutuos um ao outro, além de promoverem o
desenvolvimento vegetal (TITUANA, 2020). Da mesma forma, existe uma
consideravel relacao de sinergismo entre bactérias fixadoras de nitrogénio e os FMAs
(MAIA, 2019), o que torna o manejo biol6gico uma alternativa vantajosa a producéao
agricola sustentavel (JUNIOR et al., 2018).

O T. harzianum (TH) é um fungo do solo que, além de apresentar propriedades
promotoras de crescimento vegetal, tem se destacado como um importante
biocontrolador de patdgenos fungicos em culturas agricolas. Sua aplicagao tem sido
amplamente explorada em diversas culturas, incluindo tomate, milho, arroz, soja e
outras (MAYER; MAZARO; SILVA, 2019). Além de ser uma alternativa para a
biorremediacdo de solos contaminados (LIAQUAT et al., 2020).

Por possuirem um papel fundamental nos ecossistemas terrestres e sofrerem
diretamente com danos ambientais, os FMA podem servir como bioindicadores de
qualidade de condicdes ecoldgicas (MARCOLINO et al., 2020), demonstrando
resultados positivos em colonizag&o de raizes, na presenca de TH (MEDINA et al.,
2011). Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar a influéncia de
fungicida quimico e de TH (fungicida biol6gico) no desenvolvimento de Glycine max

e colonizagdo micorrizica de raizes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cultura da soja

A soja (Glycine max) € uma das plantas mais cultivadas do mundo, sendo o
Brasil o segundo maior produtor de graos. Apesar do rendimento das culturas serem
muito dependente de fatores climaticos, sua capacidade genética também € algo
determinante no cenario agricola atual, visto que o aspecto de maior relevancia na
produtividade da cultura, é a lucratividade obtida, com novas perspectivas para a
producao sustentavel (CAVALCANTE et al., 2020).

A soja € globalmente utilizada para producao de racao animal, geracao de
bioenergia e, até mesmo, para alimentacdo humana. Sua comercializagdo superou
US$ 55 bilhdes no ano de 2019, com uma tendéncia crescente a cada ano, atendendo
cada vez mais a questdes que compdbem os principios do desenvolvimento
sustentavel (FONTES; BARBOSA, 2020).

Em decorréncia das diversas pragas e patégenos que podem prejudicar a
cultura da soja, desde a pré-emergéncia até a colheita, a utilizacdo de agroquimicos
se tornou algo frequente, principalmente por sua acao imediata sobre organismos
alvos (BUENO et al., 2017). No entanto, com o uso indiscriminado destas
substancias, existem consequéncias consideraveis a biodiversidade benéfica dos
ecossistemas agricolas, o que ressalta a necessidade de um manejo adequado, com
utiizagdo de insumos quimicos que apresentem compatibilidade com
microrganismos de importancia agricola, como o Bradyrhizobium spp.,
disponibilizado as plantas por tratamento de sementes (BUENO et al., 2022).

A soja apresenta uma alta exigéncia de nitrogénio durante seu
desenvolvimento, disponibilizado a planta, principalmente, através da fixacao
biologica realizada por Bradyrhizobium japonicum. Esse microrganismo é
amplamente recomendado como inoculante para a cultura da soja, gerando respostas
mais pronunciadas que a adubagao quimica, tanto no crescimento vegetal, quanto no
rendimento de graos (ZUFFO et al., 2018).

2.2 Fungos micorrizicos arbusculares

O fungo micorrizico arbuscular (FMA), é um dos microrganismos mais antigos
a se relacionar com as plantas e, também, um dos mais importantes para os
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ecossistemas em geral. Sua diversidade e abundancia estao diretamente ligados a
nutricdo e adaptacéo dos organismos vegetais aos ambientes, especialmente os que
apresentam condicées que promovem estresses bibticos e abibdticos (FERREIRA;
CARNEIRO; JUNIOR, 2012). Sua capacidade de estabelecer associagcdes
mutualisticas com plantas terrestres alcanca 80 % (GENRE et al., 2020). Esse
estabelecimento ocorre através da micorriza arbuscular (MA), que é uma relacao
simbidtica entre o fungo e as raizes das plantas, que permite a troca de nutrientes
entre os organismos por intermédio de estruturas fungicas altamente ramificadas,
denominadas arbusculos (CAMPOS, 2020; VILA et al., 2021).

De maneira geral, sdo denominadas micorrizas as relagdes simbidticas entre
fungos e raizes de plantas. Contudo, a MA € a interacdo de maior importancia
agrondmica, ja que além de promover beneficios nutricionais, é capaz de ativar
mecanismos de defesa em plantas, provocar mudangas nos padroes de exsudacgao
radicular e, consequentemente, influenciar na comunidade microbiana da rizosfera
(VILA et al., 2021).

FMAs, assim como rizobactérias promotoras de crescimento, se tornaram uma
excelente alternativa como ferramenta de gestdo ambiental, pois estes sao
microrganismos do solo que desempenham um papel fundamental na natureza,
através da colonizagao radicular das plantas e formacao de suas estruturas, agindo
como uma extensdo de raiz, capaz de melhorar a absorcdo de agua e nutrientes
como o fésforo, além de garantir a planta uma maior tolerancia a estresses abibéticos,
bem como resisténcia a doencas e pragas (COSTA; MELLONI, 2019).

A colonizacao micorrizica em plantas € um requisito obrigatério para que o
FMA complete seu ciclo de vida, j& que, sdo dependentes do C fotoassimilado e
disponibilizado pelas raizes hospedeiras, na forma de -carboidratos (LARA;
CORREIA; SILVA, 2020). Além disso, grande parte das agregacdes do solo é
garantida pela presenca de glomalina, proteina presente na parede celular das hifas
de FMA, sendo incorporada no solo através do processo de decomposicao dessas
estruturas por intermédio de organismos edaficos (SANTOS et al.,, 2018). Isso
garante a ocorréncia de outros processos de importancia ecoldgica, inclusive a da
mineralizagdo dos nutrientes (DRESCH; LANA; MACIEL, 2019).

Somados aos beneficios nutricionais, plantas com MA podem aumentar sua
producdo enzimatica a partir dos tecidos radiculares, via sinalizagdo fendlica
desencadeada, inclusive, pelo proprio fungo na presencga de radicais livres, 0 que
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garante uma resposta de defesa mais efetiva (ZHANG et al., 2013). Portanto, o
estabelecimento da MA pode promover toleréncia e resisténcia as plantas, quando
estas se tornam alvo de estresse oxidativo por fatores ambientais ou por agentes
fitopatogénicos (PEREIRA et al., 2012).

Além da acéo isolada da colonizagao micorrizica, existem também, os efeitos
promovidos pela formagéo de redes micorrizicas compartilhadas entre plantas. Este
fendmeno pode garantir beneficio mutuo as plantas, que interatuam por meio de
sinalizadores alelopaticos, transferidos sem que haja absorcdo desses compostos em
solo, diferente do que ocorre na sinalizacao classica, sem influéncia da MA (BARTO
et al., 2012; MUNEER et al., 2020). Sendo transferidos via rede micorrizica comum
(RMC), estes compostos alelopaticos sdo capazes de estimular algumas fungdes
metabdlicas nas plantas vizinhas, atribuindo-as resisténcia para lidar com doencas
causadas por outros organismos. Isto ocorre quando uma ou mais plantas sao
infectadas ou infestadas, emitindo sinais as plantas vizinhas via RMC, o que pode
gerar uma resposta atraves da ativagéao de seus genes de defesa (SONG et al., 2013;
BABIKOVA et al., 2013; SIMARD, 2018).

Estudos tém relatado a ocorréncia de interacbes ecoldgicas entre FMAs e
outros microrganismos do solo, favorecidas pelos padrdes de liberagao de exsudatos
pelas hifas ou pelas proprias raizes na presenca do FMA, o que pode influenciar no
aumento do vigor, fitossanidade, crescimento, e taxa de sobrevivéncia de plantas
hospedeiras (LOPES et al., 2019).

2.3 Influéncia dos defensivos quimicos no estabelecimento da Micorriza
arbuscular

O aumento da utilizagdo de agroquimicos no Brasil levou o pais a ser
considerado um dos maiores consumidores mundiais destes produtos (IBAMA,
2020). Dentre os tais, estdo: inseticidas de contato, ingestdo, sistémicos e
fumigantes; fungicidas de protegcéo e de contato, e herbicidas (VIEIRA, 2022).

Os impactos por agroquimicos na acao dos FMAs é relativo as condi¢oes de
aplicacdo, formulacdo do produto, e seu modo de acdo (AHMED; ROSNER,;
STEINKELLNER, 2019). Contudo, 0 manejo com quimicos pode prejudicar as
interagbes bibdticas presentes no ambiente edéfico, impactando negativamente a
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colonizagao radicular por FMAs e dificultando a recuperacdo de ecossistemas
degradados (ALBA; ESQUIVEL; FRUTIS, 2019).

O estabelecimento da micorriza arbuscular (MA) é favoravel a eficiéncia
agronémica das culturas de importancia econémica, através da melhoria na absorcéao
de nutrientes, crescimento vegetativo, aumento da biomassa e melhoramento dos
mecanismos fisiolégicos envolvidos na fotossintese. Contudo, declinios na fertilidade
do solo e na atividade dos microrganismos, tém relacdo direta com a adocao de
técnicas de manejo que consistem no uso indiscriminado de insumos quimicos
(RODRIGUEZ et al., 2020).

Em um parecer técnico de 2017, que inclui organismos nao alvos diretamente
impactados por insumos, a European Food Safety Authority (EFSA) apontou os FMAs
como bioindicadores dos efeitos das substancias quimicas utilizadas na agricultura,
com o objetivo de garantir analises mais direcionadas do solo e dos riscos envolvidos
na aplicacao de produtos fitofarmacéuticos (PFF) (SWEENEY et al., 2022).

Apesar da existéncia de incdgnitas sobre o efeito de fungicidas quimicos no
estabelecimento da MA, alguns resultados obtidos por meio de modelos de
ecossistemas terrestres, demonstram que o nimero de esporos e o comprimento total
das hifas extra-radiculares podem ser afetados negativamente por estes PFF
(MALLMAN, 2020). Da mesma forma, as préprias alteracdes metabdlicas e
fisioldgicas provocadas em plantas pelo uso de agroquimicos, podem ser um fator de
interferéncia para o estabelecimento de interagdes simbidticas com os
microrganismos do solo (AHMED; ROSNER; STEINKELLNER, 2019).

Sendo assim, bem como ja expresso em outros trabalhos, os fungicidas
sistémicos e de contato possuem um efeito supressor no desenvolvimento de FMAs,
sendo a preservagdo da diversidade de suas espécies, um importante fator a se
considerar como alternativa, para conservacao de caracteristicas de resisténcia a

qualquer efeito potencial de fungicidas quimicos (CAMERON et al., 2017b).

2.4  Aplicabilidade do Trichoderma harzianum e sua interacdo com
microrganismos do rizoplano

Os fungos do género Trichoderma sdo organismos que se desenvolvem em
diferentes ambientes e, justamente por isso, podem ser produzidos massivamente e
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utilizados como bioestimulantes do crescimento vegetal, através da liberagdo de
fitormonios e solubilizacao de nutrientes do solo (MACHADO et al., 2012).

A espécie T. harzianum é capaz de diminuir as necessidades do uso de
fertilizantes convencionais NPK, ndo somente por sua capacidade de solubilizar o
fosfato e melhorar a absorcdo de micronutrientes pela planta, mas também, por
acelerar a quebra de moléculas organicas presentes no solo (PANI; KUMAR;
SHARMA, 2021). Além disso, apresentam mecanismos fisiol6gicos que atuam no
biocontrole de patdgenos, e podem ser uma alternativa para a substituicao de
sistemas de manejo danosos, com utilizagdo de produtos provenientes de
formulagdes quimicas (BLANCO; MENDONGCA; GRAICHEN, 2022).

Através da ativacdo de seu metabolismo secundario, o T. harzianum (TH), é
capaz de sintetizar peptideos antimicrobianos que atuam diretamente no
antagonismo de outros microrganismos do solo, principalmente de fungos
fitopatogénicos, sendo vantajoso, inclusive, como agente decompositor de matéria
organica e biorremediador (MEDEIROS et al., 2021).

Para uma estratégia de controle mais eficiente, muitas vezes se faz necessaria
a utilizacdo de manejos que incluem produtos quimicos. Juntamente ao controle
quimico, a adicao de agentes de controle biol6gico, demonstram ser muito Uteis,
principalmente por, além de realizarem o controle de patégenos, evitarem que estes
adquiram resisténcia (TAPWAL et al., 2015).

Apesar de existirem estudos in vivo que relatam a inibicdo da atividade de
outros fungos por TH, efeitos positivos tém sido observados a partir de sua
associagdo com FMA em plantas, o que também sugere que a colonizagao
micorrizica de raizes pode servir como via de entrada para o Trichoderma, indicando
uma possivel influéncia do micotrofismo dos FMAs na evolugdo da atividade
endofitica do TH (MONTE et al., 2019).

Além disso, a coinoculagado de Trichoderma spp. com bactérias fixadoras de
nitrogénio, tem alcancado resultados promissores em campo, com uma
compatibilidade sinérgica entre esses organismos (DAS et al.,, 2017). Da mesma
forma, combinacées de in6culos de Bradyrhizobium e FMAs sdo capazes de
promover diferengas significativas em parametros do desenvolvimento vegetal (LINO
et al., 2022).

A multifuncionalidade da microbiota do solo associada aos FMAs, evidencia a

existéncia de uma complexa rede de interagdes entre estes microrganismos, sendo
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algumas destas, mais intimas, porém, pouco investigadas, considerando a existéncia
de inumeras combinagdes possiveis que poderiam ser extremamente uUteis em
agroecossistemas sustentaveis (AGNOLUCCI et al., 2015).

Estudos mostram que microrganismos que compdem a micorrizosfera,
presentes em raizes colonizadas, hifas ou em esporos de FMA, demonstraram-se
capazes de aumentar a germinagao de esporos, o crescimento vegetativo e a propria
colonizagao do sistema radicular pelo fungo (TURRINI et al., 2018).

Diversos autores propdem que a indugéo de resisténcia promovida por FMAs
€ um fator cumulativo, resultado da soma do processo de estabelecimento da
micorriza arbuscular e respostas imunes provocadas indiretamente pela acao de
outros microrganismos presentes na micorrizosfera, o que revela a complexidade de
interacdes biodticas e quimicas presentes nesse micro ecossistema (CAMERON et al.,
2013).

Tanto o TH quanto o Bradyrhizobium japonicum, sao importantes
microrganismos do solo, que atuam na promocao de crescimento. Estudos com a
coinoculagdo de ambos estes microrganismos, tém demontrado que, além dos
beneficios ao biocontrole, contribuem para o aumento do teor de nitrogénio no solo,
assim como a coinoculacao de Bradyrhizobium com FMAs é capaz de elevar a
biomassa vegetal (ITURRALDE et al., 2020).

MATERIAL E METODOS
3.1 Caracterizacao da area experimental

O experimento foi realizado a campo, em uma area de 80 m?, no lote nimero
15 da Fazenda Penha, localizada em Yguazl, Paraguai (Latitude -25.563333,
Longitude -55.169444). Esta area apresenta solos do tipo Argissolo e clima
subtropical, com temperaturas minimas que variaram em torno de 27 °C, e maximas
em torno de 35 °C, com precipitacdo total de 140,9 mm e umidade média de 78%,
durante o periodo experimental (29/11/2022 — 27/01/2023).

O manejo biolégico nesta area, com inclusdao de tecnologias compostas por
microrganismos promotores de crescimento, vem ocorrendo todos os anos, ha pelo
menos 9 anos, principalmente na cultura da soja. Desse modo, é indispenséavel a

acao de inoculantes a base de B. japonicum, que é o principal simbionte dessa
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cultura, promovendo a nodulagdo e o aporte de nitrogénio necessario ao
desenvolvimento das plantas.

3.2 Delineamento experimental

Em todos os tratamentos, foi realizada a inoculagéo de B. japonicum nos graos
de soja antes da semeadura no campo. Da mesma forma, a aplicagao dos fungicidas
quimico e biolégico comerciais, foi via tratamento de sementes, conforme descrito
abaixo. O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro
tratamentos (T): T1 — Testemunha; T2 — Presenca de fungicida quimico; T3 —
Presenca de T. harzianum (Fungicida bioldgico); T4 — Presenca de fungicida quimico
e T. harzianum.

Cada tratamento contou com 4 blocos (repeticées), com areas de 2,00 x 2,00
m cada parcela (4 m?) (Figura 1). As sementes tratadas foram de Glycine max, cultivar
M5947 IPRO, sendo semeadas a 2 cm de profundidade, com 15 plantas por metro
linear e espagamento entre linhas de 0,45 m.

10 m

Figura 1: Croqui da area experimental.
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Os inoculantes utilizados no tratamento de sementes foram todos de
formulacédo liquida e as dosagens aplicadas por kg de sementes foram as seguintes:
Fungicida quimico — Fludixonil 10% e Metalaxil-M 15% — 3 mL kg' de sementes; B.
japonicum (1 x 10" UFC mL") — 2 mL kg™' de sementes; T. harzianum (3,5 x 10 UFC
mL") —2 mL kg! de sementes.

O tratamento de sementes foi realizado com a utilizacdo do método de mistura
manual com sacos plasticos de 3 litros, onde cada produto foi aplicado no fundo dos
sacos, com adicao de agua. Posteriormente, foi realizado o espalhamento da calda
pela superficie interna do recipiente e adicionado 1 Kg de sementes em cada um
deles. A partir disso, as sementes foram agitadas até a adesdo completa e
homogénea da calda em sua superficie (OLIVEIRA et al., 2015).

Para a secagem das sementes, os sacos plasticos foram mantidos abertos em
temperatura ambiente, pelo periodo de 24 horas.

O experimento foi mantido pelo periodo de 59 dias (29/11/2022 — 27/01/2023)
e, a retirada das plantas para avaliagdes, ocorreu 52 dias apds a emergéncia, sendo
coletadas quatro plantas das duas linhas centrais de cada bloco.

As plantas coletadas foram selecionadas aleatoriamente e retiradas com a
utilizacéo de picareta e pa, por meio de escavacao e molhamento do solo ao redor
das raizes, a fim de evitar rompimentos severos em suas estruturas primarias e
secundarias.

Cada uma dessas plantas foi embalada individualmente em pacotes de papel
kraft, os quais foram etiquetados e encaminhados para as avaliagées, no mesmo dia.

3.3 Avaliacao de amostras em laboratério

Com um total de 16 plantas coletadas por tratamento, cada uma destas foi
avaliada quanto aos parametros: volume de raiz (cm?3); altura da parte aérea (cm);
massa seca de raiz (g); massa seca de parte aérea (g); massa seca de nédulos de
rizébio (g) e porcentagem de colonizagao micorrizica.

Para quantificar volume de raiz, as plantas tiveram suas raizes separadas e
submersas em 4agua, utilizando proveta de 1.000 mililitros (mL) para medir o

deslocamento da agua em mL, posteriormente convertido para centimetros cubicos.
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O comprimento de parte aérea foi medido com utilizagdao de uma régua e, tanto
as massas seca de raizes, como as de nodulos e de partes aéreas, foram
mensuradas a partir de pesagem em balanga semi-analitica, antes e apo6s as
estruturas terem sido submetidas a uma temperatura de 65 °C em estufa de
circulagéo forgada, durante 72 horas.

As andlises de colonizagdo micorrizica foram realizadas a partir de amostras
de raizes frescas. Estas foram coletadas cuidadosamente e submetidas a técnica de
clarificagdo e coloracédo de Phillips e Hayman (1970), que permite a determinagao
dos percentuais de micorrizacdo a partir da leitura em laminas interseccionadas
(GIOVANNETTI; MOSSE, 1980) (Figuras 2 e 3).

max, coloridos e dispostos em lamina
interseccionada.

Figura 3: Imagem de microscopia 6ptica com aumento de 100x: Fragmento
de raiz de Glycine max colonizado por fungos micorrizicos arbusculares.
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Analise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk)
e ao teste de homoscedasticidade de Levene (para testar a homogeneidade das
variancias), ambos realizados no Software PAST. Apds a confirmagcdo de
normalidade e homoscedasticidade, foi utilizada uma analise de variancia (ANOVA),
seguida da aplicacao do teste a posteriori de Tukey (5% de probabilidade), para
comparacao entre as médias obtidas. A analise foi realizada no software SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Parte aérea

O comprimento de parte aérea foi um parametro que ndo apresentou diferenca
significativa entre T1, T3 e T4, sendo T2, o uUnico que apresentou uma média
estatisticamente baixa em relagao a T1 e T4 (Figura 4).

Em contrapartida, T1 e T3 demonstraram médias consideravelmente elevadas
em relacdo a massa seca de parte aérea, enquanto, T2, apresentou a média mais
baixa dentro deste quadro analitico, e T3, demonstrou ser significativamente superior
as médias de T4 e T2 (Figura 5).
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Figura 4: Médias de comprimentos Figura 5: Médias de massas secas
de partes aéreas de soja submetida das partes aéreas de soja
a diferentes tratamentos de submetida a diferentes tratamentos
revestimento de sementes. de revestimento de sementes.

Dados: Presenca de B. japonicum via tratamento de sementes (T1); Presenga de
fungicida quimico e B. japonicum via tratamento de sementes (T2); Presenca de T.
harzianum e B. japonicum via tratamento de sementes (T3); Presenga de fungicida
quimico, T. harzianum e B. japonicum via tratamento de sementes (T4). Médias
seguidas de mesma letra nao apresentam diferenga significativa entre si, conforme
o teste Tukey a 5% de significancia.
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A influéncia do Bradyrhizobium spp. no desenvolvimento da soja, possui um
papel fundamental em alteragdes fisioldgicas e nutricionais que favorecem aumentos
pronunciados, tanto na altura de plantas, quanto em sua massa seca total
(BOSSOLANI et al., 2018).

Investigacdes de Guareschi et al. (2012), utilizando Trichoderma spp. via
tratamento de sementes, evidenciaram um efeito de promogédo de crescimento
expressivo, em raizes e parte aérea de soja, logo nos primeiros 10 dias de
desenvolvimento das plantas. Isso ocorre porque a presenca do fungo proporciona
uma maior ramificagdo das raizes, resultando em uma ampliacdo da superficie
radicular e da absorcéo de nutrientes do solo (BORTOLIN et al., 2019).

Cadore et al. (2018), demonstraram uma consideravel tendéncia de acréscimo
na biomassa seca de partes aéreas de soja submetida ao tratamento de sementes
com Trichoderma spp. Da mesma forma, aumentos significativos no comprimento de
parte aérea foi um parametro favorecido pelo tempo de contato das plantas com este
microrganismo.

No presente trabalho, as plantas apresentaram um desenvolvimento de parte
aérea mais pronunciado quando em contato com fatores promovidos por T.
harzianum (TH) e B. japonicum (BJ). O tratamento que contou com a utilizagcao de
fungicida quimico (FQ) no tratamento de sementes, foi 0 Unico que nao apresentou
bons resultados no desenvolvimento da parte aérea das plantas. Tal fato pode estar
ligado a acao deletéria dos fungicidas quimicos na microbiota do solo, influenciando
de maneira negativa o desenvolvimento da planta (ALVES et al., 2021).

A mistura de TH e FQ demonstra compatibilidade, visto que, o Trichoderma
tende a permanecer capaz de agir na promog¢ao de crescimento de plantas, mesmo
em tais condicdes (ZANDONA et al., 2019), enquanto a utilizacdo isolada de grande
parte dos insumos quimicos, em tratamento de sementes, pode afetar a qualidade
fisiolégica do desenvolvimento da soja (FELICETI et al., 2020).
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4.2 Raiz

Em relacdo as médias de volume de raiz, T3 foi 0 que apresentou o resultado
mais elevado, se diferindo significativamente de T1 e T4 que, em segundo plano,
superaram o valor de T2 (Figura 6).

Se tratando de médias de massa seca de raiz (MSR), T1, T3 e T4 nao se

diferenciaram significativamente entre si, superando igualmente, a média de T2

(Figura 7).
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Figura 6: Médias dos volumes de Figura 7: Médias de massas secas
raizes de soja submetida a de raizes de soja submetida a
diferentes tratamentos de diferentes tratamentos de
revestimento de sementes. revestimento de sementes.

Dados: Presenca de B. japonicum via tratamento de sementes (T1); Presenga de
fungicida quimico e B. japonicum via tratamento de sementes (T2); Presenga de T.
harzianum e B. japonicum via tratamento de sementes (T3); Presenga de fungicida
quimico, T. harzianum e B. japonicum via tratamento de sementes (T4). Médias
seguidas de mesma letra nao apresentam diferenga significativa entre si, conforme
o teste Tukey a 5% de significancia.

A inoculagao de TH no tratamento de sementes (T3), promoveu uma média
elevada de volume de raiz. Porém, na presenca do FQ (T4), o TH nao favoreceu
diferengas significativas nesse parametro avaliativo, em relacdo ao tratamento
controle (T1).

Conforme observado por Chagas et al. (2022), a utilizagdo de Trichoderma
spp. no tratamento de sementes, tende a garantir acréscimos significativos em
diversos aspectos do desenvolvimento de plantas sob influéncia deste
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microrganismo, o qual é capaz de promover aumentos consideraveis em volumes de
raizes. Isso se deve a capacidade das linhagens de Trichoderma em produzir
fitormonios do crescimento vegetal, além de realizarem o controle de outros
microrganismos do solo por antagonismo (LIMA et al., 2023).

Da mesma forma, a capacidade de fixacao biolégica de nitrogénio por BJ, é
uma caracteristica que favorece o aumento do volume radicular em soja (SORDI et
al., 2020). Contudo, no tratamento com a utilizacao de FQ, apesar da presenca do
BJ, os volumes de raizes foram, consideravelmente mais baixos que os apresentados
pelos demais tratamentos (Figura 6).

A média de massa seca de raiz apresentada pelo tratamento com FQ, também
foi significativamente mais baixa que as apresentadas pelos demais tratamentos.
Enquanto, nos tratamentos com a presenca de TH (T3), TH + FQ (T4) e, testemunha
(T1), as MSR foram as mais elevadas, nao se diferenciando estatisticamente entre si
(Figura 5).

Em um trabalho desenvolvido por Junior et al. (2022), foi revelada uma
expressiva tendéncia de aumento de massa seca de raiz em soja, a partir da
utilizacdo de Trichoderma spp., indicando um consideravel acumulo de biomassa
radicular pela planta hospedeira na presenca desse microrganismo, além da
promocao do biocontrole de possiveis fitopatégenos e do crescimento vegetal.

Grande parte dos FQs nao apresenta acao inibitoria sobre o desenvolvimento
de BJ (GOMES et al., 2021), mas também nado proporciona ganhos significativos as
plantas durante seu desenvolvimento (DALGALO; BORSOI; SLOVINSKI, 2019), além
de poder causar perdas consideraveis a biodiversidade microbiana de ecossistemas
agricolas (BUENO et al., 2022).
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4.3 Nodulacao

As maiores médias de massa seca de nodulos foram expressas por T2 e T4,
0S quais ndo se diferiram significativamente entre si e, se diferiram igualmente das

médias de T1 e T3, sendo estas, estatisticamente iguais entre si (Figura 8).
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Figura 8: Médias das massas secas
de noédulos de soja submetida a
diferentes tratamentos de
revestimento de sementes.

Dados: Presenca de B. japonicum via tratamento de sementes (T1); Presenga de
fungicida quimico e B. japonicum via tratamento de sementes (T2); Presenca de T.
harzianum e B. japonicum via tratamento de sementes (T3); Presenga de fungicida
quimico, T. harzianum e B. japonicum via tratamento de sementes (T4). Médias
seguidas de mesma letra nao apresentam diferenga significativa entre si, conforme
o teste Tukey a 5% de significancia.

A ocorréncia de uma maior nodulagao por parte das plantas que contaram com
a adicao de FQ (T2) e, adicao de FQ mais in6culo de TH (T4), pode ter ocorrido
devido ao fato de que, a taxa de sobrevivéncia das células de Bradyrhizobium perante
a utilizagao de fungicidas, pode ser elevada, dependendo da compatibilidade entre a
molécula quimica e o microrganismo (GOMES et al., 2021).

Sabe-se que a utilizagcdo de insumos quimicos, como fungicidas e herbicidas,
pode causar modificagdes na comunidade microbiana do solo, impactando
negativamente no equilibrio e qualidade de ecossistemas agricolas (SILVA et al.,
2002). Contudo, a utilizacdo de fungicidas quimicos no tratamento de sementes,

independente das concentragdes, pode permitir a sobrevivéncia das células de BJ,
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mesmo que as sementes passem por periodos de armazenamento (GOMES et al.,
2020).

Sendo assim, pode-se considerar que as elevadas taxas de nodulagao
apresentadas pelas plantas tratadas com FQ, possivelmente ocorreram devido a
desequilibrios entre populacdes de outros microrganismos do rizoplano, o que
permitiu que a populacéo de BJ se sobressaisse na colonizagdo radicular.

Outro ponto a ser considerado, é a dificuldade de coleta de raiz intacta em
ensaios a campo, pela fragilidade das raizes em atrito com o solo, ocasionando a
perda de fragmentos e nédulos.

4.4 Colonizacao micorrizica

Examinando as médias percentuais de colonizagdo micorrizica de raizes,
observa-se uma superioridade significativa por parte de T1, T3 e T4, enquanto que,
T2, apresentou o valor médio mais baixo, se diferindo significativamente das demais
médias (Figura 9). Isso pode ter ocorrido devido ao potencial simbidtico entre
populagdes de FMA e Bradyrhizobium presentes (PRASAD, 2021). Por outro lado, a
presenca do fungicida pode prejudicar o estabelecimento da micorriza arbuscular,
mesmo nao afetando outros parametros de desenvolvimento da planta ou, outros
microrganismos presentes (RODRIGUEZ et al., 2023).

A maior média de micorrizagdo foi promovida pela inoculagdo de TH no
tratamento de sementes (T3), ndo se diferenciando significativamente do tratamento
que contou com a adicdo de FQ além deste microrganismo (T4) e, tampouco, do
tratamento controle (T1). Esse efeito sobre a micorrizagcao pode ser devido ao fato de
que, o Trichoderma, apesar de ser um fungo, pode apresentar resisténcia a grande
parte dos ingredientes ativos de fungicidas utilizados na agricultura, além de poder
atuar de maneira associativa com a micorriza (BETTIOL et al., 2019).



26

40

a a
a
30 b
20
10
0

TM T2 T3 T4

Colonizagdo micorrizica (%)

Figura 9: Médias percentuais de
micorrizagao de raizes de soja
submetida a diferentes tratamentos
de revestimento de sementes.

Dados: Presenca de B. japonicum via tratamento de sementes (T1); Presenga de
fungicida quimico e B. japonicum via tratamento de sementes (T2); Presenga de T.
harzianum e B. japonicum via tratamento de sementes (T3); Presenga de fungicida
quimico, T. harzianum e B. japonicum via tratamento de sementes (T4). Médias
seguidas de mesma letra nao apresentam diferenga significativa entre si, conforme
o teste Tukey a 5% de significancia.

Além de sua influéncia direta na promocao do crescimento vegetal, o TH tem
demonstrado favorecer o estabelecimento da micorriza arbuscular, gerando também,
beneficios indiretos a nutricdo de plantas hospedeiras. Este efeito interativo foi
investigado e discutido por Rodriguez et al. (2006), evidenciando acréscimos nas
taxas de germinagao de esporos de FMAs em associacao com TH, o que eleva as
chances de ocorréncia da colonizagdo micorrizica desde a fase pré-simbidtica.

O TH também ¢é amplamente explorado quanto ao seu potencial na
biorremediacao de solos contaminados por defensivos quimicos. Isso se da através
da atividade enzimatica do fungo, que promove a degradacao de moléculas téxicas
acumuladas em particulas do solo (PELCASTRE et al., 2013).

Perante essa soma de beneficios favorecida pelo TH, tanto na biorremediacao
de solos quanto no estabelecimento da micorriza arbuscular, pode-se considerar que,
as elevadas taxas de colonizagao micorrizica nas plantas submetidas ao T4 (TH +
FQ), foram devidas a este “fator duplo”.
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5 CONCLUSAO

O uso combinado de fungicida quimico e T. harzianum (fungicida biolégico)
apresentou compatibilidade e garantiu resultados elevados em todos os parametros
agronémicos avaliados. Essa abordagem promoveu um crescimento vegetal mais
vigoroso e uma colonizagao micorrizica mais eficiente, ao contrario do uso exclusivo

de fungicida quimico, que n&o apresentou os mesmos beneficios.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de TH como fungicida biologico, garantiu elevadas médias em
todos os parametros de desenvolvimento da planta, inclusive na colonizagao
micorrizica. Além disso, impediu que a presenca do fungicida quimico prejudicasse o
estabelecimento da micorriza arbuscular.

A utilizacdo do FQ, com e sem o TH, elevou consideravelmente a nodulagcéao
em raizes de soja. Isso pode ter ocorrido devido a compatibilidade entre 0 BJ e as
moléculas quimicas presentes e, devido a possivel eliminagdo de competidores
edaficos. Apesar da utilizagdo do FQ sem o TH ter garantido acréscimos significativos
a nodulacao, ndo promoveu ganhos ao desenvolvimento das plantas e nao favoreceu
a micorriza arbuscular.

A inoculagéo isolada de BJ (testemunha), por si sé, se mostrou capaz de
manter bons resultados no crescimento vegetal, acimulo de biomassa e colonizacéo

micorrizica, mesmo sem promover acréscimos significativos na nodulacao da soja.
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