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Evaluation of native isolates of Trichoderma and inhibitory effect on Sclerotinia sclerotiorum

The fungus Sclerotinia sclerotiorum is the causal agent of white mold, a disease of great importance in
many species of cultivated plants. It is a pathogen that is difficult to control and forms resistance structures
(sclerotia), capable of remaining in the area for many years. Seeking more sustainable methods of
controlling this disease, biological control stands out, such as, for example, with the antagonistic fungus
Trichoderma. The present work aimed to evaluate the presence and inhibitory effect of Trichoderma isolates
native to the region of Laranjeiras do Sul/PR, on Sclerotinia Sclerotiorum. Different bioassays were carried
out to evaluate the effect of the isolates on S. sclerotiorum in vitro and also the protective effect in vivo on
lettuce plants. Three Trichoderma isolates were identified that promoted significant inhibition of the
mycelial growth of S. sclerotiorum, as well as the formation of sclerotia in vitro. The isolates also promoted
a reduction in the severity of white mold on lettuce plants. The results obtained demonstrate the natural
occurrence of Trichoderma isolates in Laranjeiras do Sul with significant effect on the control of S.
sclerotiorum.

RESUMO

Palavras-chaves
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O fungo Sclerotinia sclerotiorum € agente causal do mofo-branco, uma doenga de grande importancia em
muitas espécies de plantas cultivadas. E um patdgeno de dificil controle, e que forma estruturas de
resisténcia (esclerédios), capazes de permanecer na &rea por muitos anos. Buscando métodos mais
sustentaveis de controle dessa doenca, destaca-se o controle biolégico, como, por exemplo, com o fungo
antagonista Trichoderma. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a presenca e o efeito inibitdrio de
isolados de Trichoderma nativos da regido de Laranjeiras do Sul/PR, sobre Sclerotinia Sclerotiorum. Foram
realizados diferentes bioensaios para avaliacdo do efeito dos isolados sobre S. sclerotiorum in vitro e
também no efeito protetor in vivo em plantas de alface. Foi realizada a identificacdo de trés isolados
Trichoderma que promoveram significativa inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum, bem como
na formagao de esclerddios in vitro. Os isolados também promoveram reducéo na severidade do mofo-
branco em plantas de alface. Os resultados obtidos demonstram a ocorréncia natural de isolados de
Trichoderma em Laranjeiras do Sul com expressivo efeito no controle de S. sclerotiorum.
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INTRODUCAO

Os fungos fitopatogénicos de solo estéo entre os
mais importantes agentes que afetam plantas
cultivadas (Malik et al., 2024). Dentre esses, se
destaca Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary.
que € bastante agressivo e infecta varias partes da
planta hospedeira incluindo folhas, flores, caule e
frutos, causando a doenga conhecida por mofo-
branco (Agrios, 2005).

Um dos fatores que dificulta o controle do mofo-
branco é o fato do fungo S. sclerotiorum formar
estruturas de resisténcia que podem permanecer no
solo por vérios anos. Estas estruturas sdo chamadas
de esclerodios e sdo constituidas por um
aglomerado de hifas (Krause-Sakate et al., 2016).
Os sintomas do mofo-branco incluem a formacao
de micélio branco espesso sobre as partes atingidas
da planta. O tecido da planta é necrosado, e entdo
ocorre 0 apodrecimento e morte da planta. Quando
frutos, tubérculos e raizes tuberosas sdo atacadas
também hd o apodrecimento, seguido do
crescimento de um mofo branco sobre eles,
associado a formacéo de esclerodios (Han et al.,
2023).

Dentre as diferentes espécies de plantas
cultivadas que podem ser afetadas pelo mofo-
branco esta a alface (Lactuca sativa L.), planta da
familia Asteraceae, de origem asiéatica, considerada
a hortalica folhosa de maior comércio no Brasil, se
destacando por apresentar em sua coOmposicao
vitaminas, especialmente vitamina A, bem como,
de sais minerais. Essa hortalica pode ser afetada por
varias doencas, sejam elas causadas por bactérias,
fungos, nematoides ou virus, sendo o mofo-branco
uma das mais destrutivas (Krause-Sakate et al.,
2016).

O controle do mofo-branco é dificil. Embora
largamente utilizado, o controle quimico pode ter
eficiéncia limitada no controle do mofo-branco
(Fipke et al., 2015), além de possiveis efeitos
negativos ao ambiente e & salde humana. Neste
contexto, destaca-se a busca por métodos que visem
o controle das doencas em plantas, e que a0 mesmo
tempo, estejam em harmonia com a natureza, e
priorizem a qualidade dos alimentos, assim como,
a saude do consumidor e produtor. Um dos métodos
de controle que vém se destacando no manejo
fitossanitario é o controle biolégico, pelo uso de
microrganismos que realizam o controle de outros
organismos que afetam negativamente as plantas
(Han et al., 2023).

Um dos microrganismos mais conhecidos e
utilizados no controle biolégico de doengcas em
plantas cultivadas é o Trichoderma (Portolan et al.,
2020), género de fungos de vida livre e que se
reproduzem assexuadamente. Trichoderma é fungo
de solo, mas também pode ser encontrado em

madeira na sua forma sexual. Esse fungo
geralmente tem abundante esporulagdo, com
formac&o de conidios (Machado et al., 2012).

Espécies de Trichoderma podem ocorrer
em ambientes distintos e atuar no controle
bioldgico através de diferentes mecanismos de acéo
(Jiménez-Bremont et al., 2024; Yassin et al., 2021).
Um dos mecanismos do Trichoderma é o
hiperparasitismo, que é a relacdo onde 0 organismo
hiperparasita tem a capacidade de identificar e
localizar ~ hifas  vulneraveis,  enrolarem-se
fortemente na hifa, e a digerirem. Para Harman
(2000), este fendbmeno €é chamado de
micoparasitismo, e representa uma forma de
biocontrole de extrema importancia. Outro
mecanismo de controle que o fungo possui é a
competicao, sendo a interacdo entre dois ou mais
organismos que competem pelos fatores essenciais
a sobrevivéncia. H& ainda a antibiose, como
interacdo onde um organismo produz metabdlitos
secundarios que prejudicam o outro. Constatou-se
que muitas espécies de Trichoderma j& conhecidas
produzem metabdlitos toxicos capazes de impedir
0 desenvolvimento e a sobrevivéncia de fungos
fitopatogénicos (Li et al., 2025). Dentre essas
substancias existem antibioticos e enzimas liticas,
alguns volateis e outras ndo (Lopes et al., 2012).
Além disso, o fungo Trichoderma €é capaz de
inativar enzimas de patégenos (Harman, 2000).

O uso do Trichoderma na agricultura tem sido
cada vez mais conhecido, principalmente como
agente de controle de fitopatdgenos e também
como promotor de crescimento em plantas (Jantsch
etal., 2023). De acordo com Bernardo et al. (2019),
esse fungo é comercializado pelas empresas como
biopesticida, promotor  de crescimento,
biofertilizante e até como indutor de resisténcia. De
acordo com Janior et al. (2018), é importante que
os isolados de Trichoderma spp. selecionados
sejam nativos das regiGes onde seréo utilizados,
desta forma garantindo maior adaptacdo e
eficiéncia. Neste sentido, Fipke et al. (2015) refor¢a
a importancia da eficacia, e que, aliado a isso, 0
microrganismo esteja adaptado as mesmas
condi¢cdes ambientais do patdégeno. Além disso, 0
antagonista escolhido deve demonstrar alta
capacidade no confronto com o fitopatogeno, e ao
mesmo tempo, ndo causar efeitos indesejaveis.
Assim, o conhecimento sobre a ocorréncia,
atividade e mecanismos de agdo de agentes de
controle bioldgico é fundamental como estratégia
ecoldgica para agricultura sustentavel.

Esse trabalho teve por objetivo verificar a
ocorréncia natural de isolados de Trichoderma em
area de mata no municipio de Laranjeiras do Sul-
PR e avaliar o efeito inibitdrio de isolados nativos
do fungo Trichoderma sobre Sclerotinia
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sclerotiorum, em testes in vitro e também em
plantas de alface.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Federal da Fronteira
Sul - UFFS, Campus Laranjeiras do Sul — PR. O
patégeno S. sclerotiorum foi obtido da colecéo
micolégica do Laboratério de Fitopatologia. O
referido patdgeno foi proveniente de material
sintomatico de plantas de alface, obtido no
municipio de Laranjeiras do Sul/PR, e foi cultivado
em placas de Petri contendo meio BDA (batata-
dextrose-&gar), em escuro a 26 °C.

Os isolados de Trichoderma foram obtidos de
area de mata nativa localizada na UFFS
(25°26°40”S e 52°26°2470, altitude de 800m)
atraves do método de captura de microrganismos
eficientes (EM). Para tanto, utilizou-se 700g de
arroz branco cozido sem adicdo de sal e 6leo, que
foi distribuido em bandejas de plastico. Cada
bandeja foi coberta com um fragmento de gaze,
para evitar o contato direto do arroz com o solo. As
bandejas foram distribuidas na area de mata nativa,
em quatro pontos distintos, através da metodologia
de caminhamento aleat6rio. Todas as bandejas
foram enterradas com auxilio de uma pa de bico,
utilizada para cavar e retirar a serrapilheira
existente no local, material este, que posteriormente
foi utilizado para cobrir as bandejas. As mesmas
foram retiradas da mata ap6s 15 dias da
implantacdo. Apos esse periodo verificou-se a
presenga do Trichoderma spp. em todas as
bandejas, visto que, o fungo é caracterizado por
apresentar esporos de coloragdo verde, 0 que torna
possivel sua visualiza¢do a olho nu.

Em seguida o0s microrganismos foram
transferidos para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA, devidamente autoclavado e
homogeneizado. Estas foram dispostas em estufa
BOD (Biological Oxygen Demand), onde
permaneceram incubadas por seis dias, em escuro e
temperatura controlada de 26 °C, até a primeira
repicagem. Apdés o periodo de incubagdo foi
possivel selecionar trés isolados de Trichoderma
com base nas caracteristicas de maior vigor de
crescimento, coloragdo e esporulagdo da col6nia.
Os isolados foram nomeados como TH1, TH2,
TH3. Para identificagdo foram preparadas laminas
semi-permanentes e observacdo de caracteristicas
morfoldgicas em microscopio dptico.

A confirmagdo da identificagdo dos isolados e
indicacdo de espécies foi realizada por protocolo da
empresa Neoprospecta através da extragdo e
sequenciamento de DNA, e andlise de
bioinformatica da sequéncia ITS (ITS1-5.8S-1TS2)

obtidas com o sequenciador Minion (reads) e
tratadas por um pipeline composto pelas seguintes
etapas: basecalling, selecdo de reads de tamanhos
especificos, demultiplexacdo, remocao de primers,
clusterizacdo, classificagdo taxonémica.

Foram conduzidos diferentes experimentos para
avaliar o efeito dos isolados sobre o fungo S.
sclerotiorum. Constituiram tratamentos os isolados
de Trichoderma e wuma testemunha sem
Trichoderma.  Todos  experimentos  foram
conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticdes.

Para melhor caracterizagdo dos isolados foi
inicialmente conduzido experimento para avaliar a
taxa de crescimento micelial das colOnias. Para
tanto, placas de Petri de 90 mm de didmetro
contendo meio BDA receberam no centro um disco
de micélio de 7 mm de didmetro e foram incubadas
a 26°C, em escuro. Apés 24h e 48h foram
realizadas medicBes do didmetro médio das
coldnias, através de duas medidas perpendiculares.
O célculo da taxa de crescimento dos fungos foi
realizada aplicando a formula adaptada por Lilly e
Barnett (1951):

Taxa de crescimento = (C2 - C1)/(T2 - T1)

Onde C1 é crescimento no tempo T2 (24 h), C2é o0
crescimento no tempo T2 (48 h).

Para avaliar o efeito direto dos isolados de
Trichoderma sobre S. sclerotiorum foi conduzido
experimento de pareamento direto. Discos de
cultura de sete mm e com sete dias, tanto do
patdégeno como do isolado de Trichoderma foram
dispostos a 5 mm de distancia da borda da placa de
Petri em extremidades opostas (Ethur, 2006). O
tratamento testemunha continha apenas o fungo S.
sclerotiorum. A avaliagdo foi realizada com uma
medicdo ap6s 48 horas do raio da col6nia de S.
sclerotiorum, e ap6s 14 dias foi avaliado o
desenvolvimento dos fungos através de escala de
Bell et al. (1982), onde as notas podem variam de 1
a 5, sendo: 1 - Trichoderma spp. cresce por toda a
placa; 2 - Trichoderma spp. cresce e ocupa 2/3 da
placa; 3 - Trichoderma spp. e Sclerotinia
sclerotiorum crescem até o meio da placa; 4 — S.
sclerotiorum cresce e ocupa 2/3 da placa; 5 — S.
sclerotiorum ocupa toda a placa. Também foi
determinada a producdo de esclerédios (estruturas
de resisténcia do patdgeno) pela contagem do
nimero em cada placa. A contagem de esclerddios
foi realizada aos 14 e aos 23 dias apdés a
implantac&o do experimento.

Em outro experimento foi analisado o efeito de
exsudatos de Trichoderma sobre S. sclerotiorum
(Isaias et al., 2014). Para tanto, os isolados de
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Trichoderma foram cultivados em frascos
erlenmeyer contendo 250 mL de meio BD (batata-
dextrose), mantidos sob agitacdo. Apds sete dias de
cultivo, o meio foi filtrado em papel de filtro
quantitativo e em membrana 0,45 pm de didmetro
de poro, para remocgdo de todos fragmentos do
micélio do fungo. Em seguida foi aferido o pH e
adicionado 4% de &gar bacterioldgico, seguida de
autoclavagem a 120°C por 20 min. O meio foi
vertido em placas de Petri de 90 mm de didmetro e
no centro de cada placa foi adicionado um disco de
7 mm de micélio de S. sclerotiorum, seguida de
incubagdo em BOD para posterior avaliagdo do
didmetro médio das coldnias.

Para o teste visando analisar os efeitos dos
compostos volateis de Trichoderma sobre S.
sclerotiorum o meio de cultura BDA foi adicionado
tanto na tampa quanto na base de cada uma das
placas de Petri. Um disco de micélio (7 mm) de S.
sclerotiorum foi colocado sobre 0 meio no centro
da tampa da placa e um disco de micélio de
Trichoderma sobre a base da placa, e em seguida
vedando as duas ao final transferindo-as para a
incubadora a 26 °C, em escuro. A avaliagdo
realizou-se 24h e 48h ap6s a incubagdo. Com
auxilio de uma régua milimetrada realizou-se a
medi¢do do didmetro da col6nia flngica formada
na placa. Esta avaliagéo teve o objetivo de analisar
se apenas o efeito volatil do antagonista sobre
patégeno seria suficiente para realizar o controle,
considerando que ambos os fungos ndo estavam em
contato direto. Ao final do experimento também foi
realizada a contagem dos esclerddios formados por
S. sclerotiorum.

O experimento in vivo foi realizado em plantas
de alface, cultivar Elisa. Inicialmente as mudas
foram produzidas em bandejas de 200 células,
contendo substrato comercial para mudas. Apo6s 30
dias as mudas foram transplantadas para copos
plasticos de 300 mL contendo substrato organico a
base de substrato para mudas e himus de minhoca
1:1 viv. Apos trés dias foi realizada a inoculagéo
através da incorporacdo de 0,5 g de inoculo
(representado por gréos de arroz colonizados com
S. sclerotiorum) em lados opostos a
aproximadamente 1 cm do colo da planta. Ap6s a
inoculagéo do fungo, o solo foi umedecido visando
proporcionar um ambiente favoravel ao
desenvolvimento do patégeno e da planta. Para
aplicagdo dos tratamentos inicialmente preparou-se
a suspensdo de esporos através de raspagem da
colbénia micelial de cada um dos isolados de
Trichoderma (TH1, TH2 e TH3) com auxilio da
alca de Drigalski, seguida de filtracdo em gaze. A
concentragdo do inéculo foi ajustada em 1 x 10°
esporos por mL, com auxilios e camara de
Neubauer. Na testemunha foi aplicado somente

agua destilada. Em seguida foi realizada a aplicacao
dos tratamentos por aspersdo. Em um grupo de
plantas a aplicacdo foi realizada na parte aérea com
auxilio de um borrifador, mantendo o solo
protegido. J& em outro grupo de plantas a aplicacéo
foi realizada somente sobre o solo. A severidade da
doenca foi avaliada aos 7, 10 e 12 dias apds a
inoculacdo com o patdgeno através de uma escala
de notas entre 0 e 4, onde O representa auséncia de
sintomas e 4 representa toda planta afetada pela
doenca.

Os resultados de severidade foram utilizados
para calcular a Area Abaixo da Curva de Progresso
da Doenga (AACPD), por meio da formula
adaptada por Campbell & Madden (1990):

AACPD = Sn-1 [(Xi + Xis1) /2*(ti+1 — ti)

Onde: n é o nimero de avaliagBes, x é a
proporcao da doenga (nota) e (ti) é o intervalo de
tempo entre avaliagdes (dias).

As andlises estatisticas foram realizadas com
auxilio do programa SISVAR (Ferreira, 2019).
Inicialmente foi avaliado se 0s dados apresentavam
distribuicdo normal pelo teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, sendo realizada a transformagéo dos
dados para raiz x+0,5 quando pertinente para
distribuicdo normal. Em seguida realizou-se a
andlise de variancia (ANOVA), com teste Tukey a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento e identificagdo de Trichoderma

A partir da metodologia utilizada para obtencéo
de Trichoderma da area de mata foi possivel
observar o crescimento e realizar o isolamento de
trés isolados distintos de Trichoderma, com base
em caracteristicas de crescimento, esporulacdo e
coloragdo. A partir da analise genética da regido
ITS dos isolados foi confirmada a identificacdo a
nivel de género, mas ndo foi possivel definir a
espécie para os trés isolados. Na Tabela 1 sdo
mencionadas possiveis espécies respectivas a cada
isolado. Isso se deve possivelmente as espécies dos
isolados apresentarem  caracteristicas muito
préximas nas regides estudadas do genoma, sendo
necessario ampliar o sequenciamento para permitir
um resultado mais conclusivo a nivel de espécie.
Uma das espécies mais conhecidas e utilizadas € T.
harzianum (Portolan et al., 2020; Jantsch et al.,
2023), no entanto outras espécies também podem
ser eficientes (Li et al., 2025), reforcando a
importancia de avangar em estudos com agentes
desse género.

© 2026 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804

DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v13n4.20953


https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v13n4.20953

Fornazari et al. / Journal of Biotechnology and Biodiversity / v.14 n.1 (2026)

Tabela 1 - Identificacdo de possiveis espécies de Trichoderma dos isolados obtidos com base em marcadores

moleculares da regido ITS (ITS1-5.8S-ITS2).

Isolado Espécie
T. koningiopsis, T. sulphureum, T. atroviride, T. dorothopsis, T. ovalisporum, T. viride, T.
TH1 S . ..
dorotheae, T. gamsii, T. ghanense, T. harzianum ou T. petersenii
TH? T. harzianum, T. lentiforme, T. azevedoi, T. lixii, T. pollinicola, T. atrobrunneum ou T.
austroindianum
TH3 T. sulphureum, T. koningiopsis, T. atroviride, T. dorothopsis, T. ovalisporum, T. viride, T.

dorotheae, T. gamsii, T. ghanense, T. harzianum ou T. petersenii

Taxa de crescimento de isolados de
Trichoderma spp. e Sclerotinia sclerotiorum

Os isolados de Trichoderma apresentaram
crescimento micelial e taxa de crescimento
significativamente maiores do que S. sclerotiorum
em meio de cultura BDA (Tabela 2). O crescimento
micelial dos isolados foi superior tanto no tempo de

24 como de 48 horas. Os diferentes isolados
apresentaram crescimento e taxa de crescimento
semelhantes entre si, embora no tempo de 24 horas
tenha se destacado o isolado TH3, com crescimento
superior a TH2 (além de S. sclerotiorum). Na taxa
de crescimento, embora n&o houve diferenca entre
os isolados, chegou a 52,9% superior a S.
sclerotiorum, pelo isolado TH3.

Tabela 2 - Crescimento micelial e taxa de crescimento de isolados de Trichoderma spp. e Sclerotinia sclero-

tiorum em meio de cultura BDA.

Crescimento micelial (cm)

Taxa de crescimento

(mm/h)
Tratamentos 24 horas 48 horas
S. sclerotiorum 0,03 a 4,26 a 0,17 a
TH1 1,29 bc 7,07 b 0,24 b
TH2 1,07b 6,36 b 0,22 b
TH3 154c 787b 0,26 b
CV% 4,47 6,02 2,12

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados comprovam o rapido e vigoroso
crescimento dos isolados de Trichoderma, se
destacando j& nas primeiras horas de crescimento,
fato que ja é relatado em outros trabalhos que
constataram a potencialidade do antagonista
quando submetido a situagfes que exigem disputa
por espago e nutrientes, demonstrando que um dos
mecanismos do fungo é a competicdo (Abdullah;
Ali e Suleman, 2008).

Entretanto, deve-se considerar que os isolados de
Trichoderma utilizados no experimento eram
nativos da regido de Laranjeiras do Sul/PR, obtidos
a partir de um método de cultivo bastante
conhecido e recomendado para captura do fungo, o
gue corrobora com a sugestdo de Brito et al. (2010)
indicando que isolados armazenados por longos
periodos de tempo podem perder a eficiéncia
guando comparados com fungos obtidos de
compostos orgénicos cultivados recentemente.

Neste sentido, é importante realizar o procedimento
adequado para captura do fungo, priorizando
coletar espécies adaptadas a regido onde seu uso
sera empregado, tendo em vista a adaptagdo ao
ambiente e eficicia do antagonista no controle de
fitopatdgenos (Lopes et al., 2012).

Avaliacdo do pareamento direto de
Trichoderma spp. e Sclerotinia sclerotiorum

Em relagdo ao pareamento direto foi possivel
observar que houve significativa inibicdo de S.
sclerotiorum pelos isolados de Trichoderma
(Tabela 3). Houve diferencas significativas entre os
tratamentos para o crescimento micelial ap6s 48
horas, bem como para a formacdo de esclerddios
apos 14 dias e 23 dias (Tabela 3). Ap6s 48 horas do
pareamento, 0s isolados ainda ndo tinham
promovido inibicdo do crescimento de S.
sclerotiorum, quando ainda ndo havia o contato
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entre as hifas dos fungos, embora o crescimento
micelial de S. sclerotiorum no pareamento com
TH3 foi inferior ao crescimento frente TH1,

demonstrando uma acdo diferencial entre o0s
isolados.

Tabela 3 - Pareamento direto de isolados de Trichoderma spp. e Sclerotinia sclerotiorum em meio de cultura

BDA
Crescimento Esclerodios 14  Esclerdédios 23
Tratamentos Nota pareamento - -
48 horas dias dias
Testemunha 2,64 ab 50b 350b 40,2 b
TH1 3,00b 20a 24a 26a
TH2 2,14 ab 3,2a 0,0a 0,0a
TH3 1,58 a 20a 1,2a 2,2a
CV% 13,71 11,35 35,08 31,38

Meédias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Em relagdo a nota de pareamento obtida através
da escala de Bell et al. (1982), ndo houve diferenga
significativa entre TH1, TH2 e TH3, entretanto,
houve significativa diferenga entre a testemunha
(sem Trichoderma) e os tratamentos com isolados
de Trichoderma, mostrando que o0 crescimento
micelial de S. sclerotiorum foi significativamente
inibido quando na presenca dos isolados TH1, TH2
e TH3. Destaque para os isolados TH1 e TH3 que
apresentaram nota média de 2,0. Os resultados
atestam que as cepas de Trichoderma séo capazes
de inibir o crescimento de S. sclerotiorum. A
formacdo de esclerddios de S. sclerotiorum foi
inibida quando na presenca TH1, TH2 e TH3, nédo
havendo diferencas significativas entre TH1, TH2
e TH3, demonstrando agdo semelhante entre os
isolados, tanto aos 14 como aos 23 dias de
crescimento.

E importante ressaltar que o isolado TH2
apresentou inibicdo total na formacdo de
esclerédios ap6s 14 e 23 dias. Os isolados TH1 e
TH3 aos 23 dias de cultivo promoveram inibicao de
935 e 945% em relacio a testemunha,
respectivamente. Como 0s esclerddios séo
estruturas de resisténcia que podem sobreviver por
varios anos no solo, sdo muito importantes como
fonte de inéculo do patégeno (Krause e Sakate,
2016) e a acdo de Trichoderma inibindo a formacéo
dessas estruturas indica outro mecanismo
importante dos isolados obtidos no controle desse
patégeno.

De acordo com Cubilla-Rios et al. (2019) o
Trichoderma é um fungo inibidor potente, que
através de estratégias como por exemplo a
antibiose, promove a liberacdo de moléculas com
alto e baixo peso molecular, acionando assim seu
mecanismo  antiflngico e impedindo o
desenvolvimento do patégeno. O teste do
pareamento direto ¢ um dos comumente utilizados
na avaliacdo da atividade antagdnica de agentes de

controle bioldgico de fungos. No entanto, o efeito
antagbnico pode variar muito conforme a espécie e
isolado de Trichoderma, ou mesmo nem apresentar
efeito antagdnico (Chagas Junior et al., 2018). O
trabalho apresentou resultados positivos no
pareamento direto, demonstrando a¢do antagonista.
Ethur (2006) reforca que notas que abaixo de 2,5
(como as observadas por TH1 e TH3) indica
antagonista eficiente, com capacidade para controle
de doencas. Também outros fatores do ambiente
podem influenciar o resultado do pareamento,
como a temperatura. Fipke et al. (2015) relatam
maior agdo antagonica de Trichoderma na faixa de
22 a30°C.

Avaliacao de exsudatos de Trichoderma spp.
sobre Sclerotinia sclerotiorum

No experimento realizado com os exsudatos do
crescimento de Trichoderma ndo houve
solidificacdo completa do meio de cultura BDA
ap6s a adicdo do &gar, mesmo aumentando a
concentragdo de &gar, 0 que comprometeu as
avaliagbes do crescimento micelial de S.
sclerotiorum ndo sendo possivel a obtengdo de
resultados do efeito sobre o patégeno. Isso
possivelmente se deve a acidificacdo do meio de
cultura promovido pelo crescimento dos isolados
de Trichoderma. Ap6s o crescimento do
Trichoderma no meio liquido BD o pH foi aferido
e estava em torno de 3,5 para os diferentes isolados,
enquanto que o pH no meio sem crescimento de
Trichoderma estava em torno de 6,0. Tem sido
relatado que alguns isolados de Trichoderma
podem liberar acidos orgénicos, o que pode levar a
acidificacdo do meio, e assim contribuir para a
solubilizag&o de alguns nutrientes (Machado et al.,
2012) Acidos liberados por Trichoderma também
podem estar entre compostos ativos de efeito
antagdnico, como &cido palmitico e &cido acético
encontrados em T. viride e T. harzianum,
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respectivamente (Yassin et al., 2021). No entanto,
para alguns isolados de Trichoderma ja foi
demonstrado que exsudatos promoveram efeito
antifingico pela liberacdo de compostos ativos no
meio de cultivo (Malik et al., 2024). Esses
resultados demonstram que outros fatores, como a
alteracdo do pH, pode afetar os resultados, mas que
muitas vezes ndo sdo averiguados nos
experimentos.

Avaliacdo de compostos volateis de
Trichoderma spp. sobre Sclerotinia sclerotiorum

No experimento para avaliagdo de possiveis
compostos volateis de Trichoderma, onde os

isolados ndo entram em contato direto com o
patégeno, observou-se inibi¢do significativa de S.
sclerotiorum na presenca dos isolados de
Trichoderma (Tabela 4). Esse efeito foi observado
tanto nos tempos 24 e 48 horas de incubacdo, com
excecdo para o isolado TH2 que no tempo de 48
horas ndo diferiu da testemunha. Os isolados
também promoveram inibigéo total na formacéo de
esclerédios de S. sclerotiorum. Isso atesta que 0s
compostos volateis produzidos pelos isolados de
Trichoderma foram capazes de inibir efetivamente
0 crescimento de S. sclerotiorum bem como a
formacdo de estruturas de sobrevivéncia.

Tabela 4 - Crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum em meio de cultura BDA em presenca de com-

postos volateis de isolados de Trichoderma spp.

Tratamentos 24 horas 48 horas Esclerédios formados
Testemunha 0,20b 6,15b 9,75b

TH1 0,06 a 3,69 a 0,00 a

TH2 0,05 a 4,30 ab 0,00 a

TH3 0,02 a 2,98 a 0,00 a

CV% 4,48 10,68 77,74

Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados demonstram que espécies de
Trichoderma oriundas de areas nativas apresentam
expressivo efeito nas atividades de inibicdo de
fitopatogenos em meio de cultura por meio de
compostos volateis. Considerando esses resultados
juntamente com os demais pode-se observar que
esses isolados podem atuar poder diferentes
mecanismos de acdo. Alguns trabalhos ja tem
relatado que determinadas espécies do fungo
Trichoderma podem produzir metabdlitos volateis
com atividade sobre fitopatdgenos (Lopes et al.,
2012). Além da acdo sobre fitopatogenos,
compostos organicos volateis de determinadas
espécies de Trichoderma também podem
desempenhar diferentes fungdes na planta, como

promotor de crescimento, na modulagao de raizes e
na inducdo de mecanismos de defesa (Jiménez-
Bremont et al., 2024).

Avaliacao do controle in vivo de Sclerotinia
sclerotiorum com isolados de Trichoderma spp.

No experimento em plantas de alface os
resultados mais expressivos foram obtidos com
aplicagdo na parte aérea, onde a aplicagdo com
suspensdo de esporos para 0s trés isolados
promoveu significativa reducéo tanto na severidade
da doengca como na é&rea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) (Tabela 5).

Tabela 5 - Severidade e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) do mofo branco em plantas de
alface tratadas com isolados de Trichoderma e inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum

Aplicacdo
Tratamentos Parte Aérea Solo
Severidade* AACPD Severidade* ™ AACPD
Testemunha 34b 310c 1,0 146 Db
TH1 14a 18,8 b 1,8 17.8b
TH2 10a 15,4 ab 0,0 0,0a
TH3 0,2a 8,1a 1,4 154 b
CV% 23,73 16,44 43,57 46,0

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Severidade sete dias ap6s
a inoculacéo. ns: ndo significativo pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Ressalta-se que os valores apresentados da
severidade se referem a avaliagdo ap0s sete dias dos
tratamentos, enquanto que a AACPD considera
toda epidemia da doenca com as avaliagOes
realizadas dos sete aos 12 dias ap6s inoculagdo. Na
aplicagdo via solo foi observada reducdo
significativa apenas pelo isolado TH2 na AACPD.
Na aplicacdo de parte aérea o isolado TH3
promoveu inibicdo de 94,1% na severidade, aos
sete dias ap6s a inoculagdo, e de 73,9% na AACPD.
Na aplicacdo no solo destacou-se o isolado TH2, no
gual as plantas tratadas ndo apresentaram sintomas.
Possivelmente o efeito sobre o patdgeno in vivo tem
relagdo com os mecanismos da acéo observados in
vitro para os isolados.

O fungo Trichoderma tem se destacado em
estudos de controle bioldgico como um dos
principais agentes para controle de fitopatégenos
(Portolan et al., 2020). Tem sido demonstrado que
algumas espécies de Trichoderma apresentam
eficiéncia comprovada no controle do mofo-
branco, tanto no cultivo in vitro, como em sistemas
de cultivo em casas de vegetagcdo e campo, visto
gue, o antagonista reduz significativamente o
crescimento micelial do patégeno, bem como, a
formacé&o de esclerddios (Han et al., 2023).

De acordo com Rabeendran et al. (2006), a
suspensdo de esporos de isolados de Trichoderma
hamatum, T. virens e T. rossicum quando
incorporada em substratos de plantio, possui
capacidade para controlar S. sclerotiorum. Além
disso, o autor destaca que as espécies T. hamatum e
T. virens foram capazes de reduzir a doenga em 30
e 50%, o que significa que o antagonista apresenta
capacidade de controle do mofo-branco. Han et al.
(2023) também destacam a importancia da
incorporacdo de matéria organica e de promover
condi¢des adequadas para microbiota benéfica do
solo, como estratégias muito importantes no
manejo de S. sclerotiorum.

Os avancos nos conhecimentos sobre microbiota
tém demonstrado cada vez mais a importancia da
diversidade e de determinados grupos de
microrganismos em  diferentes  ambientes,
incluindo sistemas agricolas. Os resultados obtidos
nesse trabalho sugerem que os isolados de
Trichoderma avaliados tém potencial para serem
utilizados no controle biolégico do mofo branco em
plantas de alface, e possivelmente também em
outras culturas devido ao significativo efeito sobre
S. sclerotiorum. Também  demonstram a
importancia de avangar em estudos nesse sentido de
forma a permitir maior compreensdo de
mecanismos envolvidos e formas de utilizagéo.

CONCLUSOES

Foi possivel obter isolados nativos de
Trichoderma que apresentaram inibigdo sobre o
fitopatdgeno Sclerotinia sclerotiorum, tanto por
acdo direta sobre o patégeno como através de
compostos volateis e na inibi¢cdo da formagdo de
esclerodios. Também apresentaram efeito protetor
em plantas de alface ao mofo branco,
principalmente em aplicacdo na parte aérea.
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