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{ RESUMO_ )

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Andlise de Sementes e no Laboratério de Patologia do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras com o objetivo de verificar os efeitos da
interacdo entre ainoculacdo com o fungo Trichoderma harzianum e o tratamento com fungicidas sobre a
qualidade de sementes de milho. Utilizaram-se sementes do hibrido DKB747, tratadas ou ndo com fungicidas,
com e sem indculo, antes e apés trés meses de armazenamento. A qualidade fisiol 6gica das sementes foi
avaliada por meio de testes de germinacao, teste de frio, emergéncia e indice de velocidade de emergéncia
e qualidade sanitéria, adotando o indice de severidade do fungo e também o indice de crescimento micelial
do mesmo. Concluiu-se que a qualidade fisiol 6gica das sementes inoculadas néo foi afetada. Em relacdo a
andlise sanitaria, os fungicidas Captan® e Maxim® reduziram o crescimento micelial, bem como a severidade
do fungo. Durante 0 armazenamento a severidade do fungo foi reduzida.

Termos para indexacéo: tratamento de sementes, vigor, antagonismo.

(WABSTRACT )

Thiswork was carried out at the Seed Analyses Laboratory and in the Pathology Laboratory of the Plant
Pathology Department of Lavras University (Minas Gerais State, Brazil), aiming to evaluate the effects of
the interaction among seeds inoculated with the fungus Trichoderma harzianum, and treated with fungicides
on the corn seeds quality. Seeds from DKB747 corn hybrid treated or not with fungicide, with or without
inoculum, before and after three months storage were used. The main purpose was to evaluated the
seeds physiological quality by the germination test, cold test, emergence seed and sanitary quality tests,
adopting the severity level for inoculum and aso the mycelial growth level. Results revealed that the
physiological quality of inoculated seeds was not affected. In relation to sanitary analyses, Captan® and
Maxin® fungicides decrease the mycelial growth and the fungus severity. In the course of storage the
fungus severity was decreased.

Index terms: treatment of seeds, vigor, antagonism.
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Introducao

Considerando que 0 aumento da produtivida-
de, bem como a reducéo dos custos de producéo
tém sido metas adotadas pelos agricultores; a utili-
zacao de agentes biol 6gicos benéficos como o fun-
go Trichoderma harzianum via tratamento de se-
mentes podera ser uma alternativa viavel, tendo como
vantagem ando agressao ao meio ambiente.

Muitos microrganismos, além de atuarem no
controle de patégenos de plantas, também promo-
vem o crescimento. Os microrganismos tém a capa-
cidade de controlar os patdgenos das sementes, 0s
quais sobrevivem no solo causando podriddo, mor-
te das plantul as e tombamento; proteger as partes
subterraneas das plantas contra patdgenos, melho-
rar ataxa de germinacdo e o vigor das sementes,
fixar o N; melhorar a absorgéo de nutrientes; pro-
mover o crescimento e aumentar o rendimento das
plantas (Menezes, 1992; Harman, 2000). Siqueirae
Franco (1988) relataram que ainoculacéo com fun-
gos micorrizicos estimula o crescimento inicial de
mudas transplantadas, de esséncias florestais, bem
como na semeadura direta.

O Trichoderma tem sido considerado por
muitos autores como promotor de crescimento. Tem-
se observado o potencial desse antagonista na
melhoria da germinagé@o de sementes e no aumento
do crescimento de plantas (Ousley et al., 1992;
Inbar et al., 1994; Harman, 2000). Também,
Windhan et al. (1986) relatam que a adi¢do de
Trichoderma harzianum e T. koningii em solo
autoclavado proporcionou aumento na taxa de
emergéncia de plantulas de tomate e fumo em rela
¢do atestemunha. JA Baker (1989) verificou pe-
queno efeito benéfico na promogao de crescimen-
to de plantas de ervilha e rabanete quando na pre-
senca deste fungo. Por outro lado, plantas de fei-
j&o e rabanete, crescendo em solo arenoso verme-
Iho, ndo responderam ao Trichoder ma; enquanto
sementes de milho doce com vigor baixo ou inter-
mediario tiveram um bom desenvolvimento das
plantulas, quando na presenca desse fungo
(Bjorkman et al.,1998). Vale ressaltar que a pro-
mocao do crescimento de plantas depende da con-
centracdo, idade de indculo e do vigor das semen-
tes utilizadas, bem como das condigdes climéticas,
fisiol6gicas e edéficas; sendo que, em condicbes
otimas, o efeito do Trichoderma pode ser muito
pequeno (Harman, 2000).

Melo (1991) e Cassiolato (1995), trabal han-
do com duas linhagens mutantes de Trichoderma
koningii, que s&o hiperprodutoras de celulase e
antagonicas a Sclerotinia sclerotiorum, verifica-
ram aumento na emergéncia e no peso seco de
pléantulas de pepino. Também Menezes (1992),
avaliando o efeito antagonico via tratamento de
sementes de feijdo e de soja com espécies de
Trichoderma no controle de Macrophomina
phaseolina, verificou que os antagonistas promo-
veram melhor germinagdo, crescimento e desen-
volvimento das plantas de feijdo, e maior indice
de velocidade de germinacdo em plantas de soja.

A inducdo de resisténcia a fungicidas em
Trichoderma spp. e a selecdo de linhagens est&
veis, geneticamente, para serem utilizadas em com-
binagBes com fungicidas sdo estratégias que vi-
sam a um controle efetivo de um ou mais
patdgenos. Uma vantagem na utilizacdo de um
antagonista resistente é seu efeito mais duradou-
ro no ambiente, quando comparado com o efeito
efémero de um fungicida (Melo, 1991).

Neste sentido, Papavizas (1982) relata que
conidios e micélios de mutantes de Trichoderma
Spp. resistentes podem ser utilizados em conjunto
com fungicidas para tratamento de sementes, pul-
verizacOes foliares ou aplicagdes no solo. A apli-
cacdo simultanea, em camadas de fungicidas e
propagulos do fungo Trichoderma, podera ser
umatécnicaviavel, umavez gque este fungo apre-
senta um comportamento variavel em relagdo aos
fungicidas (Papavizas, 1982; Chang et al., 1986).

Destaforma, o presente trabal ho teve como
objetivo verificar os efeitos das interages entre
inoculacdo com T. harzianume o tratamento com
fungicidas, sobre a qualidade fisiol 6gica dassemen-
tes de milho.

Material e M éodos

Este trabalho foi conduzido no Laboratdrio de
Andlise de Sementes do Departamento de Agricul-
turae no Laboratdrio de Patologia de Sementes do
Departamento de Fitopatol ogia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais.

Foram utilizadas sementes do hibrido triplo
DKB 747 fornecidas pela empresa Monsanto. Par-
te das sementes foi tratada com fungicidas Captan®
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750 TS, na dosagem de 100 g/100 kg de sementes
e Maxim® na dosagem de 25 ml/100 kg de semen-
tes. Posteriormente, parte das sementes que foi
tratada e parte ndo tratada foram inoculadas com
o fungo T. harzianum, processo realizado na em-
presa INCOTEC. Como testemunha utilizaram-se
sementes sem tratamento fungicida e sem indculo.
As sementes foram acondicionadas em embal agens
de papel multifoliado e, em seguida, armazenadas
por um periodo de trés meses sob condicdes
ambientais.

No inicio e apds os trés meses de armaze-
namento, as sementes foram submetidas as seguin-
tes andlises:

1) Teste de germinacéo: a semeadura foi
realizada em folhas de papel germitest, pelo siste-
ma de rolos umedecidos com &gua, e a seguir trans-
feridos para 0 germinador a temperatura de 25°C,
segundo as Regras para Analise de Sementes - RAS
(Brasil, 1992). Foram utilizadas quatro repeti¢coes
de 50 sementes por tratamento. Os resultados
foram expressos em porcentagem de plantulas
normais.

2) Teste defrio: asemeadurafoi realizada
em bandejas pléasticas contendo como substrato
areia + solo na proporgdo 2:1 e umidade de 70%
da capacidade de retencdo, conforme prescricoes
da International Seed Test Association (ISTA,
1995). Foram utilizadas 4 repeti¢cdes de 50 semen-
tes por tratamento. ApOs a semeadura, as bande-
jas foram colocadas em camara friaa 10°C por 7
dias. Posteriormente, foram transferidas para cdmara
de crescimento vegetal & 25°C, sob luz/escuro (12
horas), permanecendo nessas condi¢des 7 dias. Em
seguida, foi avaliado o nimero de plantulas normais
emergidas.

3) Teste de emergéncia em bandgja: a semea-
durafoi realizada em bandejas plésticas contendo
como substrato solo + areia ha propor¢éo 1:1. Fo-
ram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes por
tratamento. Apds a semeadura, as bandejas foram
mantidas em camara de crescimento vegetal a 25°C,
sob de luz/escuro (12 horas). Foram realizadas ava
liagBes diarias, anotando-se 0 nimero de plantulas
emergidas até a estabilizagdo, parase calcular o in-
dice de velocidade de emergéncia (Maguire, 1962).
Foi considerada, também, a porcentagem de plantulas
normais aos 14 dias.

4) Teste de sanidade: paraaavaliagéo da se-
veridade do indculo, foi adotado o método do papel

de filtro modificado com congelamento, conforme
descrito por Machado (1988). Foram analisadas 200
sementes por tratamento, distribuidas em oito repeti-
¢Oes de 25 sementes por placa de petri de 15 cm de
didmetro (a esterelizacéo das placas foi realizada man-
tendo-as em camara fechada, contendo algodéo em-
bebido em formol, por 48 horas), sobre trés folhas de
papel de filtro (esterelizadas em forno, a 130°C por
uma hora e trinta minutos) e umedecidas com agua
destilada (esterelizada em autoclave a temperatura de
120°C por 20 minutos). Apds 24 horas de incubagéo
a20°C sob luz/escuro (12 horas), as placas foram
transferidas para um freezer a-20°C, onde permane-
ceram por 24 horas. Em seguida, as placas retornaram
para a sala de incubagdo, para mais um periodo de 7
dias. Para obter o indice de severidade de indculo,
avaliou-se o0 potencial de desenvolvimento do
Trichoderma em cada semente/placa, adotando um
sistema de classificacdo por notas: (1) semente sem a
presenca de crescimento micelial do fungo; (2) se-
mente com até 25%; (3) semente com 25 a 50%; (4)
semente com 50 a 75% e (5) semente com mais de
75% de sua area total tomada pelo crescimento micelia
do fungo. O indice foi calculado baseado naférmula
adotada por Mackinney (1923).

Bioensao—Paraavdiar oefeitodosfungicidas
sobre o crescimento micelial do fungo T. harzianum,
os fungicidas Captan® na dosagem de 1g em 1000ml
e Maxim® na dosagem de 0,69 em 600ml foram adi-
cionados em separado, diretamente ao meio BDA
(Batata-Dextrose-Agar) autoclavado. Posteriormen-
te, foram realizadas dilui¢des desse meio para outros
frascos contendo BDA, obtendo-se meios com con-
centragdes de 10, 100, 200, 500 e 1000ppm, mais o
controle (meio BDA sem os fungicidas). De cada con-
centracdo obtida foram vertidos 20ml por placade
petri de 9 cm de diametro, em 5 repeticoes.

Para o centro de cada placa contendo o0 meio,
foi transferido um disco de 5mm de diémetro repica-
do de umacoléniado T. harzianum, apés 7 dias de
crescimento em meio BDA. Apds arepicagem as
placas foram colocadas em camaras de germina-
¢a0 a 20°C por 7 dias sob luz/escuro (12 horas).

As avaliactes do crescimento micelial foram
realizadas a cada 24 horas, até a estabilizacdo do
crescimento micelial do indculo, medindo-se 2 di&
metros da col 6nia em posi¢do ortogonal de cada
placa. O indice de velocidade de crescimento
micelial foi calculado segundo férmula adaptada por
Oliveira (1991).
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise
de variancia e as médias entre os tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey e regresséo.

Resultados e Discussao

Pel os resultados da andlise de estatistica, ve-
rificou-se que a porcentagem de germinacéo nas
sementes avaliadas antes do armazenamento
(98%) foi estatisticamente superior aquelas avali-
adas apods 0 armazenamento (96%), embora esta
diferenca tenha sido apenas de 2%.

Na Tabela 1 estéo apresentados os resulta-
dos médios de emergéncia de plantulas em ban-
degjas, onde verifica-se que ndo houve diferencas
significativas para as sementes tratadas ou ndo com
os fungicidas, e sem inoculo, antes do
armazenamento.

Observa-se que ndo houve diferencas signi-
ficativas na emergéncia de plantulas provenientes de
sementes ndo inoculadas, tratadas ou ndo com

fungicidas, ap0s trés meses de armazenamento.
Ja as sementes com indculo e sem fungicidative-
ram valores de emergéncia inferiores aquel es ob-
servados para as sementes inoculadas e tratadas
com fungicida. Provavelmente, esse resultado
ocorreu devido areducéo na viabilidade do in6culo
durante o armazenamento, pois de acordo com
Harman (2000), durante o0 armazenamento os fun-
gos antagbnicos podem reduzir sua viabilidade e/
ou agressividade.

Vale ressaltar que as sementes proporcio-
naram altos valores de emergéncia de plantulas,
independentemente do armazenamento, do indculo
e do tratamento fungicida. Também Harman
(2000) relatou que a promocdo de crescimento
pelo Trichoderma depende da concentragéo, ida-
de do indculo e vigor das sementes, e que em 6ti-
mas condi ¢Bes fisiol 6gicas e edéficas ele propor-
ciona pouco ou nenhum efeito benéfico.

Pel os resultados médios do indice de veloci-
dade de emergéncia (IVE), apresentados na Tabela
2, nota-se gque as sementes sem indcul o proporcio-
naram maior |VE do que as sementes com indculo,

Tabela 1 - Resultados médios de plantul as emergidas (%) provenientes de sementes de milho, tratadas ou ndo com fungicida,
com e sem indculo, antes e apds 3 meses de armazenamento. UFLA, Lavras— MG, 2003.

Armazenamento
Inéculo Antes Apoés
Sem Captan® Maxim® Sem Captan® Maxim®
fungicida fungicida
Sem 99aA 98aA 99aA 100 aA 99 aA 98aA
Com 100 aA 98 abA 97 bA 95 bB 100 aA 100 aA

M édias seguidas das mesmas | etras mintscul as nas linhas para cada periodo de armazenamento ou maiUscul as nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 1% e 5% de probabilidade.

comprovando que realmente existe uma barreira que
dificulta a absorcéo mais répida de &gua pela se-
mente, conforme relatado por Tonkin (1979) e
Sampaio e Sampaio (1994). Entretanto, as semen-
tes com indcul o apos trés meses de armazenamento
tiveram [VE maior que antes do armazenamento; pro-
vavelmente, esta capacidade de impermeabilizagdo
promovida pela técnica dainocul acdo tenha se per-
dido durante o armazenamento. Verifica-se, paraas
sementes sem indculo, que ndo houve diferencas sig-
nificativas antes e apds 0 armazenamento. Na Tabe-
la 3 estdo apresentados os resultados médios obti-
dos no teste de frio, onde observou-se que antes do
armazenamento, para as sementes sem indculo, ndo

houve diferencas estatisticas entre as sementes tra-
tadas e ndo tratadas com fungicidas.

Tabela 2 — Resultados médios de indice de velocidade de
emergéncia das plantulas provenientes de sementes de mi-
Iho, inoculadas ou ndo, .antes e ap6s 3 meses de
armazenamento. UFLA, Lavras— MG, 2003.

Armazenamento
In6eulo Antes ApGs
Sem 16,005 aA 16,190 aA
Com 14,842 bB 15,658 aB

Médias seguidas das mesmas | etras minGscul as nas linhas ou maitisculas nas
colunas ndo diferem entre si pelo teste de F a 1% e 5% de probabilidade.
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Ja nas sementes inocul adas e sem fungicida, foram
observados menores valores de vigor em relacdo as
sementes tratadas com fungicidas. Isso indica que o
tratamento fungicida em sementes é importante e que
apenas a presenca do indculo ndo é suficiente para
garantir altos valores de vigor, segundo Von Pinho
(1991) e Mantovaneli (2001).

Apbs 0 armazenamento, ndo houve nenhuma
diferenga no vigor das sementes sem indculo. As se-
mentes inoculadas e tratadas com o fungicida
Captan® proporcionaram valores menores de vi-
gor, quando os mesmos foram comparados aos
observados para as sementes tratadas com o
fungicida Maxim® e sem fungicida. Este resultado

pode ser explicado pelo fato de o fungicidaCaptan®
inibir o crescimento do fungo Trichoderma, fato cons-
tatado pelo teste de severidade do in6culo, ndo ha-
vendo, portanto, efeitos antagdnicos desse fungo aos
que estavam presentes no solo.

Valeressatar que o fungicida Maxin® foi efi-
ciente em preservar o vigor das sementes antes e
apos 3 meses de armazenamento. Nota-se ainda,
pelos resultados da Tabela 4, que o indice de seve-
ridade do indculo nas sementes que foram tratadas
com o fungicida Maxim® foi reduzido em relacdo
as sementes ndo tratadas, porém nédo foi inibido
totalmente, conforme ocorreu com as sementes tra-
tadas com Captan®.

Tabela 3 - Resultados médios de vigor (%) pelo teste de frio proveniente de sementes de milho, tratadas e ndo tratadas, com
e sem inoculo, antes e apds 3 meses de armazenamento. UFLA, Lavras— MG, 2003.

Armazenamento
Antes Apoés
Inéculo Sem Captan® Maxim® Sem Captan® Maxim®
fungicida fungicida
Sem YaA 98aA 99aA 100 aA 99 aA 98aA
Com 100aA 98 abA 97 bA 95 bB 100 aA 100aA

Médias seguidas das mesmas | etras mindscul as nas linhas ou maiUisculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% e 5% de probabilidade.

Na Tabela 4 estéo apresentados os resulta-
dos médios referentes ao indice de severidade do
fungo nas sementes com e sem tratamento fungicida.
Verifica-se que o fungicida Captan® inibiu, totalmen-
te, o crescimento micelial do indculo antes e apds 0
armazenamento. Nesse experimento, a concentra-
cdo do fungicida Captan® foi menor do que a
comumente utilizada para tratamento de sementes,
gue é de 150¢9/100kg de sementes. Este resultado
pdde ser confirmado pelo teste de bioensaio (Figura
1), através do qual se observa que a medida que
aumentaram as concentracdes do fungicida Captan®,
houve maior inibicéo no crescimento micelia do fun-
go em meio BDA. Estes resultados ndo corraboram
aqueles de Papavizas (1982), no qual o mesmo re-
lata que o fungicida Captan® ndo interfere na acéo
do fungo Trichoderma spp.

Homechim (1987) também observou que em
concentragdes acima de 0,1 ppm, o fungicida
Captan® inibiu o crescimento micelial do
Trichoderma. JA Santos e Melo (1989) observa-
ram que isolados de T. harzianum exibiram resis-
téncia até 1ppm do fungicida Captan®.

Com relagéo ao fungicida Maxim®, também
foi observado inibi¢éo do indculo em sementes tra-
tadas, quando comparadas com as sementes ndo tra-
tadas. Porém, os resultados ndo foram t&o dréasticos
quanto os do tratamento com o fungicida Captan®,
em que ainibi¢do foi total. Observa-se também, para
as sementes que foram inoculadas e ndo tratadas,
que houve reducéo da viabilidade do fungo durante
0 armazenamento.

Tabela 4 — Resultados médios do indice de severidade do
fungo T. harzianum (%) proveniente de sementes de milho
tratadas e ndo tratadas com fungicidas antes e apds 3 meses
dearmazenamento. UFLA, Lavras— MG 2003.

Fungicida Armazenamento

Antes ApGs
Sem 89,70 aA 64,60 b A
Captan® 0aC 0aC
Maxim® 48 aB 36,10b B

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas linhas para cada
hibrido ou maitsculas nas colunas néo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade.

64 Revista Ciéncia Agrondmica, Vol. 36, N°.1, jan.-abr., 2005: 60 - 66



Qualidade de sementes de milho (Zea mays) tratadas com fungicida e inoculadas com Trichoderma harzanum

Foi observada, pel os resultados médios obti-
dos no hioensaio (Figura 1), areducdo no indice de
crescimento micelial do indculo a medida que au-

4,5
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34

Crescimento micelial (%)
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mentou a concentracgdo dos fungicidas, sendo que o
efeito fungitoxico do fungicida Captan® foi maior que
0 do fungicida Maxim®.

“%7 y = 4,0366 — 0,0014x + 0,0000006x*

4l . R? = 0.6442

3,5 1

3 .
M axin
2,5 1

2 T T T T T T T T T )
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Dose de fungicida (ppm)

Figura 1 — Indice de crescimento micelial (ICM) do fungo T. harzianum em relago as concentracdes de fungicidas. UFLA,

Lavras— MG, 2003.

Conclusdes

-Os fungicidas Captan® e Maxin® reduzem
o crescimento micelial e a severidade do fungo
Trichoderma nas sementes de milho inoculadas;

-A qualidade fisiolOgica das sementes de
milho néo é afetada pelainocul acéo;

-Durante 0 armazenamento o indice de se-
veridade do fungo é reduzido.
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