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Resumo

Doencas causadas por patdégenos habitantes do solo sédo de dificil controle e
causamserios prejuizos na producao de espécies olericolas no Amazonas. A
pesquisaavaliou seis isolados amazonicos de Trichoderma spp. que mostraram
potencial em experimentos anteriores no controle de podriddo-de-Sclerotium
(Sclerotium rolfsii) em tomateiro (Solanum lycopersicum). O experimento em
campo (Estacéo Experimental Alejo von der Pahlen, do Inpa) serviu para avaliar
o efeito dos isolados de Trichoderma spp. na reducdo da severidade e da
incidéncia da doenca e relacionar na producdo de tomates. Os seis isolados
testados foramidentificados molecularmente ao nivel de espécie. A possibilidade
de utilizacdo de isolados de Trichoderma spp. para o controle de doencas
importantes na produgdo dehortalicas no estado permitird um melhor e mais
seguro manejo das doencas, ampliando a possibilidade aumento de renda dos
agricultores. Um dos principais impactos esta relacionado ao desenvolvimento
de um bioinsumo a base de Trichoderma que contribuira para o controle biolégico
na producédo de hortalicas no Amazonas. Outro impacto é relacionado a adogao
de controle biologico com consequente reducdo de gastos com defensivos
agricolas, e com a producéo de modoecologicamente sustentavel, o que agrega
valor a producdo dos agricultores organicos. A partir dos resultados desse
trabalho, um novo bioinsumo a ser desenvolvido podera ofertar aos agricultores
condicbes melhores de manejar as doencas e aumentar a qualidade da
producdo. Apds os experimentos, o isolado do tratamento T-3 apresentou a
melhor resposta como controle biologico nas condicdes testadas, mostrando-se
potencialmente promissor. Novos trabalhos deverdo ser realizados para
constatar essa eficiéncia para se chegar em um nivel de maturacédo tecnolégica
TL-6 visando um produto biotecnoldgico comercial.

Palavras-Chave: Controle bioldgico; Sclerotium rolfsii; Trichoderma spp.

Introducéo
Culturas olericolas no Amazonas sédo afetadas por diversas doencas

causadas por patégenos habitantes do solo. Neste ambiente, o controle é dificil
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porque muitos patdgenos produzem estruturas de resisténcia, que podem
sobreviver por anos, mesmo na auséncia de plantas hospedeiras. Além disso,
h& o alto custo dos fungicidas, o desenvolvimento de resisténcia, consequéncias
indesejaveis do uso desses produtos aos organismos ndo alvos e o aumento das
preocupacdes com relacdo ao ambiente e a salde do solo (Panth et al. 2020).

Doencas causadas por fungos habitantes do solo ocorrem em reboleiras
e estdo diretamente relacionadas com a densidade de in6culo (Barakat et al.
2006). Rotacdo de culturas reduz o potencial de in6culo no solo, porém, apés o
cultivo de uma espécie suscetivel, o potencial de inéculo se recupera
rapidamente, e a doenca volta aos niveis altos, mesmo apos periodos longos de
rotacéo (Boine et al. 2014; Brantner e Chanda 2021).

O controle biolégico tem se mostrado como uma das melhores alternativas
no manejo de doencas de plantas e usado no controle de microrganismos
patégenos habitantes do solo e nematoides (Brantner e Chanda 2021). Dos
biocontroladores utilizados, grande parte das aplicacdes tém sido com diferentes
isolados de Trichoderma spp. Comercialmente no Brasil, 34 produtos para
controle biolégico a base de Trichoderma spp., estdo registrados no Ministério
da Agricultura, Pecuaria eAbastecimento (Agrofit 2021).

Isolados de Trichoderma spp. competem com o0s patdgenos por
nutrientes, espago, produzem metabolitos que modificam as condigbes
ambientais, ativam mecanismos de defesa e promovem o0 crescimento das
plantas (Benitez et al. 2004).Estes mecanismos diretos ou indiretos podem agir
coordenadamente e sua importancia no processo do controle bioldgico depende
do isolado de Trichoderma spp., do fungo antagonista, da cultura hospedeira e
das condi¢bes ambientais como disponibilidade de nutrientes, pH e temperatura.

No estado do Amazonas, o fitopatégeno Sclerotium rolfsii causa doencas
em hospedeiras como pimentdo (Capsicum annuum L.), tomate (Lycopersicum
esculentum Mill.) e cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal.). As perdas causadas
pela podriddo-de-Sclerotium podem chegar a mais de 50% (Fery e Dukes Sr.
2002). No Brasil, apesar da escassez de dados sobre perdas na producéo
decorrentes dessas doencas, estas sdo consideraveis, pois muitas vezes
atingem agricultores familiares sem muitos recursos para combater.

Um dos principais impactos deste trabalho est4 relacionado ao

desenvolvimento de um bioinsumo a base de Trichoderma spp. que contribuira
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para o controle biol6gico na producéo de hortalicas no Amazonas. Ha também
um impacto econdémico e ambiental relacionado a ado¢éao de controle biolégico
pelos agricultorescom consequente reducdo de gastos com a aquisicdo de
defensivos agricolas aliadoa uma producdo organica, o que agrega valor aos
produtos, pois o controle biolégico garante a producdo de alimentos seguros.
Para os agricultores, permitira um melhor manejo das doencas, ampliando a
possibilidade do aumento de renda.

Os objetivos desse trabalho foram selecionar isolados de Trichoderma
eficientes no controle da podridao-de-Sclerotium (Sclerotium rolfsii) em tomateiro

para utilizacdo como biofungicida.

Material e Métodos

A pesquisa foi desenvolvida nos laboratorios de fitopatologia, do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia - Inpa, e na Estagéo Experimental Alejo von
derPahlem, do Inpa, em Manaus. O isolado de Sclerotium rolfsii e seis isolados
de Trichoderma spp. foram obtidos na Colecao de Microrganismos de Interesse
Agrossilvicultural do Inpa e foram identificados seguindo o0s protocolos
especificos (Bric et al. 1991; Carbone e Kohn 1999; Blin et al. 2021; Cai e
Druzhinina 2021).

Foi avaliada a capacidade de controle da podriddo-de-Sclerotium com
isoladosde Trichoderma spp. em tomateiro em um experimento fatorial em
blocos casualizados, com quatro repeticdes, sendo seis isolados (T-1 a T-6) de
Trichodermae duas doses (15 g e 30 g de in6culo por cova) com trés
testemunhas (T-7, T-8 e T-9), descritos na Tabela 1, com avaliacdes da
incidéncia da doenca aos 15, 28 e 70 dias apos o transplante das mudas.

Cada unidade experimental foi constituida por parcela com 15 plantas (3
fileirascom 5 plantas), com 4 repeticdes, totalizando 60 plantas por tratamento-
dose (Dose 1= 15 g; Dose 2 = 30 g). Nos tratamentos testemunha (T-7 e T-8)
foram avaliadas apenas a dose comercial dos produtos, totalizando 60 plantas
cada tratamento e 0 mesmo para a testemunha sem controle (T-9), foram 4
unidades amostrais com 15 plantas cada, totalizando 60 plantas. A adubacao foi
organica e quimica e baseada nas analises do solo, realizadas no Inpa. O indculo
de S. rolfsii foi preparado em arrozhidratado por imersdo em agua e autoclavado

(2x) em sacos de polipropileno. Dois discos (0,5 cm de diametro) de coldnia
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foram transferidos para cada saco e incubadopor 20 dias, a 26 °C, e inoculado
no solo 15 dias antes do plantio, para uniformizar o crescimento do fungo. O
in6culo dos isolados de Trichoderma spp. cresceu em meio Czapek-Dox

conforme Rezende (2017) e depois inoculado no arroz nas mesmas condic¢des.

Resultdos e Discusséo
Identificac&o dos isolados de Trichoderma
A Tabela 1 relaciona o material bioldgico utilizado e identificado além do

fungicida comercial.

Tabela 1: Material bioldgico e fungicida comercial.

Tratamento Isolado Espécie
T-1 INPA 2473 Trichoderma endophyticum
T-2 INPA 2951 Trichoderma asperelloides
T-3 INPA 2957 Trichoderma rugulosum
T-4 INPA 2959 Trichoderma asperellum
T-5 INPA 2961 Trichoderma asperellum
T-6 INPA 2475 Trichoderma albovelutina
T-7 Biocontrolador Tricho-turbo ® (Trichoderma asperellum) (Biovalens
comercial Ltda.)
T-8 Fungicida Metiltiofan® (tiofanato-metilico) (Sipcam Nichino Brasil
S.A.
T-9 Testemunha Sem controle da doenca

Apesar de ocorrer a aplicacdo de doses diferentes (D-1 = 15¢g inéculo e
D-2 = 30g), houve diferenca significativa entre as doses apenas para 0S
Tratamento 3.2 e 2.2, ambos com a dose mais reforcada e mantendo o controle
na incidéncia da doencaem torno de 22%. O tratamento T-8 foi superior aos
demais tratamentos e os isolados Inpa ficaram agrupados de maneira
intermediaria com as diferentes doses, pois ndo diferenciaram entre si e foram
inferiores estatisticamente aos demais tratamentos. Notar o desempenho dos
isolados INPA comparado com o biocontrole comercial (T- 7), 0 que demonstra
o potencial dos isolados locais, muito provavelmente pela adaptacdo as
condicdes do solo.
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Tabela 2. Incidéncia de podriddo-de-esclerécio em tomateiros tratados com doses de 15 g e 30
g de indculo de Trichoderma (arroz colonizado) aplicado na cova, no momento do transplante
das mudas. onde: (T-1 INPA 2473; T-2 INPA 2951; T-3 INPA 2957; T-4 INPA 2959; T-5 INPA
2961; T-6 INPA 2475; T-7 Biocontrolador comercial; T-8 Fungicida; T-9 Testemunha).

Tratamento Plantas infectadas (%)SK (p<0.05)

T-8 7% A
T-3.2 20% A
T-2.2 22% A
T-4.1 38% B
T-4.2 40% B
T-5.1 42% B
T-3.1 43% B
T-6.2 43% B
T-5.2 47% B
T-1.2 48% B
T-2.1 52% B
T-6.1 52% B

T-7 60% B
T-1.1 65% B

T-9 65% B

Letras iguais indicam que nédo ha diferencas significativas em teste Scott Knott (p< 0,05).

De maneira geral, houve uma distribuicdo equitativa da eficiéncia entre as
doses diferentes quando comparados os tratamentos, destacando-se os dois
com doses reforcadas. Quando se analisa somente o0s tratamentos,
independente das doses aplicadas, os tratamentos T-3.2 e T-2.2, as doses
maiores (30 g) obtiveram asmenores incidéncias. Os outros tratamentos nao
apresentaram diferencas significativas. Para os tratamentos T-4 e T-5 ocorreu
ao contrario. Desta forma, h& a necessidade de aprimorar qual dose correta pode
ser aplicada, o que pode indicar o uso da menor dose, pensando do ponto de
vista econdmico. Mas novos experimentosdeterminardo as concentracoes de
esporos nas solucdes de cultura a ser aplicadas futuramente, visando a
aplicacdo comercial.

Apos 70 dias, a incidéncia da doenca variou de 7 casos de incidéncia (T-
8) a 79 plantas infectadas (T-1) o que demonstrou uma variabilidade quanto a
capacidade de controle dos isolados, pois isolados de Trichoderma spp.
apresentam grande variacdo genética inter e intraespecifica com relacdo a
producdo de metabdlitos ou mecanismos envolvidos na inibicdo de patégenos
(Shanmugam et al. 2008). Quandose analisa em termos absolutos, tende-se a
considerar que o tratamento T-7 bem inferior e menos eficiente do que os
isolados (T-1 a T-6).

Quando comparadas as relacdes entre os casos de incidéncia e o total de
plantas analisadas pelo teste ScottKnott, o tratamento com fungicida (T-8)
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apresentou a menor relagéo de plantas infectadas (7/30), correspondendo a 12%
do total das plantas do tratamento. O isoladodo tratamento T-3 apresentou uma
média de 43% de incidéncia da doenca ao longo do periodo de avaliacdo, a
menor entre os isolados testados. O tratamento com Trichoderma comercial
apresentou 62% de suas plantas infectadas (37/60). O tratamento T-1
apresentou 79/120 plantas infectadas (66%), a maior média de incidéncia ou a

menor eficiéncia apresentada (Figura 1).

20%

Figura 1. Incidéncia de podriddo-de-sclerotium em tomateiro cultivado em solo infestado com
Sclerotium rolfsii e tratado com isolados de Trichoderma spp. aos 70 dias do transplante.
Onde: (T-1 INPA 2473; T-2 INPA 2951; T-3 INPA 2957; T-4 INPA 2959; T-5 INPA 2961;
T-6 INPA 2475; T-7 Biocontrolador comercial; T-8 Fungicida; T-9 Testemunha). Letras iguais
indicam que ndo ha diferencas significativas em teste Scott Knott (p< 0,05).

Ao fim da avaliacdo somente o tratamento com fungicida (Metiltiofan® -T-
8) foisuperior aos demais no controle da doenca. Porém, percebe-se uma ligeira
superioridade dos tratamentos envolvendo quase todos os isolados testados de
Trichoderma (T-3, T-2 e T-4) quando comparados ao Trichoderma comercial (T-
7).

Os isolados T-5, T-6 e T-1 apresentaram baixa eficiéncia no experimento
realizado quando comparado aos demais isolados. Esses resultados
demonstram a potencialidade dos outros isolados (T-3, T-2 e T-4) para o
controle da doenca em tomateiro sob condi¢des de solos amazénicos. Ainda ha
muito trabalho no sentido demelhorar a eficiéncia desses isolados, além de

proporcionar novas formas de aplicacéo (solucdo com concentracdo de esporos
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pré-determinada, por exemplo), além de entender as condigcbes ambientais de
solo que proporcionem um crescimentoe acao antagonista melhor.

O experimento foi conduzido por 70 dias de avaliacdo no controle da
doenca, porém também ocorreram avaliagcdes prévias aos 15 e 28 dias. Nessas
duas primeirasavaliacbes, o tratamento com Trichoderma comercial (T-7) se
apresentou mais eficiente que os isolados do Inpa e ainda houve mais duas
reaplicacdes no tratamentoT-7 conforme recomendacao do fabricante a cada 10
dias ao longo do experimento, conforme recomendacédo do fabricante. Nesse
sentido, percebe-se que o biocontrole comercial ndo mantém a eficiéncia ao
longo do tempo, necessitando de reaplicacbes, mas diminuindo a eficiéncia ao
final do experimento. Para os seis isolados, ndo houvereaplicactes dos isolados
Inpa para se igualar ao T-7. No entanto, a n&o reaplicacdo mostrou a
potencialidades dos isolados testados em relacéo a resiliéncia no solo. Pois,em T-
7 com reaplicagédo, houve um decaimento da eficiéncia quando comparado aos
demais Trichoderma que néo forma reaplicados, especialmente apods 21 dias de
tratamento.

Quando se analisa a evolugdo dos tratamentos de controle do
fitopatdgeno, percebe-se um decaimento no controle. O tratamento com
Trichoderma comercial diminuiu a eficiéncia apds 28 dias em relacéo ao controle
da doenca, mesmo com reaplicagOes a cada dez dias. Ao se analisar a evolugéao,
0 tratamento T-3 esteve sempre entre os melhores tratamentos e termina o

experimento apenas inferior ao fungicida quimico (T8) (Figura 2).

Figura 2. Incidéncia de podriddo de sclerotium em tomateiros cultivados em solo infestado
com Sclerotium rolfsii e tratados com isolados de Trichoderma spp.
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Na avaliacéo do efeito dos tratamentos na produc¢ao de frutos verificou-se
queo tratamento T-8 e 0 T-3.2, 0s mesmos que promoveram melhor controle da
doenca,e apresentaram uma producdo estatisticamente superior aos demais.
Entre os Trichoderma estudados, novamente o T-3 apresentou a melhor
producdo média de tomate (kg), demonstrando o seu potencial (Figura 3). Todos
os demais tratamentos ficaram inferiores. Quando se compara a incidéncia, 0s

melhores tratamentos no controle, foram os mais produtivos.

J
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Figura 3. Produgéo de frutos em tomateiros tratados com isolados de Trichoderma e cultivados
em soloinfestado com Sclerotium rolfsii. onde: (T-1 INPA 2473; T-2 INPA 2951; T-3 INPA 2957; T-
4 INPA 2959;T-5 INPA 2961; T-6 INPA 2475; T-7 Biocontrolador comercial; T-8 Fungicida; T-9
Testemunha). a,b significam que letras iguais nos tratamentos nao diferem significativamente em
teste Scott Knott a 5%.

Concluséo
O isolado do tratamento T-3 apresentou a melhor performance? como
controle biolégico nas condigbes testadas, mostrando-se potencialmente

promissor.
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