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RESUMO GERAL

SANTOS, Luana Flozina dos. A¢ao de Trichoderma spp. contra Rhizoctonia solani kiihn e
promocao de crescimento em alface (Lactuca sativa L.). 2026. 86 p. Dissertagao (Mestrado

em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

O fungo Rhizoctonia solani ¢ um patégeno habitante do solo amplamente distribuido em
ambientes agricolas, causando a queima da saia, doengca que se expressa em forma de
tombamento de plantas, podriddo das raizes e podriddo da parte basal da alface (Lactuca sativa
L.). Esse fungo ataca varias outras culturas e, além de possuir uma ampla gama de hospedeiros,
¢ capaz de persistir no solo, assim dificultando o manejo da doenga por métodos convencionais,
o que reforca a necessidade de alternativas de controle sustentaveis. Ja o Trichoderma trata-se
de um género de fungos composto de inimeras espécies, muitas das quais com destacada
importancia como agentes de controle bioldgico, visto que atuam por diferentes mecanismos de
acdo (micoparasitismo, antibiose, competicao, indug¢ao de resisténcia e promocao de
crescimento). O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de isolados de
Trichoderma mantidos em cole¢do de culturas, no controle de R. solani ¢ na promogao de
crescimento de alface. Para tanto, utilizaram-se métodos de pareamento de culturas e de
producdo de compostos organicos com propriedades antifingicas nos ensaios in vitro, além de
ensaios in vivo. Em culturas pareadas, os isolados CEN1513, CEN1653, CEN1700 e CEN1339
apresentaram os maiores indices de inibi¢cdo do crescimento micelial do patégeno, com valores
médios acima de 56%. Nos ensaios de produgao de compostos orgéanicos volateis (COVs), além
do i1solado CEN1513, destacaram-se, ainda, os isolados CEN281, CEN1656 ¢ CEN1242, com
indices de inibicdo entre 79,00% e 82,00%. Estes, portanto, demonstraram atuar contra o
patdgeno por meio da produ¢do de COVs. Ja nos testes realizados com filtrados de cultura, o
isolado CEN1080 apresentou 100% de inibicdo do crescimento micelial de R. solani, seguido
por CEN1339 (81,40%) e CEN1700 (80,36%), indicando a presenca, em nivel elevado, de
compostos organicos nao volateis (CONVs). Mesmo apos autoclavagem, os filtrados do isolado
CEN1080 apresentaram 78,33% de inibicdo, demonstrando a termoestabilidade de CONVs
liberados nos filtrados de cultura. Em experimentos de promogao de crescimento em meio de
Murashige e Skoog, os isolados 7. asperelloides CEN1277 e Trichoderma sp. CEN1685
promoveram aumento significativo no comprimento radicular, parte aérea e biomassa fresca das
plantulas. Em casa de vegetacao, os isolados ESALQ-1306, CEN1277, CEN1685, CEN1659,
CEN1242, CEN2141, CEN1700, CEN1416 e CEN287 apresentaram os melhores resultados

em termos de comprimento de raiz e peso seco; os dois primeiros se destacaram também quanto
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a altura das plantas. No ensaio de supressdo da doenga, todos os isolados mostraram, em
diferentes niveis, capacidade para suprimir a doenga, com destaque para ESALQ-1306,
CEN288 ¢ CEN1651, na redugdo dos sintomas. De forma geral, os resultados obtidos neste
trabalho revelaram a aplicabilidade de isolados de Trichoderma, como ferramenta sustentavel,

no manejo de doencas de solo.

Palavras-chave: controle bioldgico, Rhizoctonia solani, alface.
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GENERAL ABSTRACT

SANTOS, Luana Flozina dos. Action of Trichoderma spp. against Rhizoctonia solani Kiihn
and growth promotion in lettuce (Lactuca sativa L.). 2026. 86 p. Dissertation (master’s
degree in plant pathology) — University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

The fungus Rhizoctonia solani is a soil-dwelling pathogen widely distributed in agricultural
environments, causing bottom rot, a disease that manifests as damping-off, root rot, and basal rot
in lettuce (Lactuca sativa L.). This fungus attacks several other crops and, in addition to having
a wide range of hosts, can persist in the soil, thus hindering disease management by conventional
methods, which reinforces the need for sustainable control alternatives. Trichoderma, on the other
hand, is a genus composed of a number species, many of which with a significant role as
biological control agents, since they act through different mechanisms of action (mycoparasitism,
antibiosis, competition, resistance induction, and growth promotion). This study aimed to
evaluate the potential of Trichoderma spp. isolates maintained in a culture collection for the
control of R. solani and the promotion of lettuce growth. To this end, culture pairing methods and
the production of organic compounds with antifungal properties were employed in both in vitro
and in vivo assays. In paired cultures, isolates CEN1513, CEN1653, CEN1700, and CEN1339
showed the highest inhibition rates of mycelial growth of the pathogen, with average values
above 56%. In volatile organic compound (VOC) production assays, in addition to isolating
CEN1513, isolates CEN281, CEN1656, and CEN1242 also stood out, with inhibition rates
ranging from 79.00% to 82.00%. These, therefore, demonstrated action against the pathogen
through the production of VOC:s. In tests performed with culture filtrates, the CEN1080 isolate
showed 100% inhibition of R. solani mycelial growth, followed by CEN1339 (81.40%) and
CEN1700 (80.36%), indicating the presence of high levels of non-volatile organic compounds
(NVCs). Even after autoclaving, the filtrates of the CEN1080 isolate showed 78.33% inhibition,
demonstrating the thermostability of VCCs released in the culture filtrates. In growth promotion
experiments in Murashige and Skoog media, the 7. asperelloides CEN1277 and Trichoderma sp.
CEN1685 isolates promoted a significant increase in root length, shoot length, and fresh biomass
of seedlings. In the greenhouse, the isolates ESALQ-1306, CEN1277, CEN1685, CEN1659,
CEN1242, CEN2141, CEN1700, CEN1416, and CEN287 showed the best results in terms of root
length and dry weight; the first two also stood out in terms of plant height. In the disease
suppression assay, all isolates demonstrated, to varying degrees, the ability to suppress the
disease, with ESALQ-1306, CEN288, and CEN1651 standing out in their ability to reduce

symptoms. Overall, the results obtained in this work demonstrate the applicability of
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Trichoderma isolates as a sustainable tool for managing soil diseases.

Keywords: Biological control, Rhizoctonia solani, lettuce.
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INTRODUCAO GERAL

A alface ¢ uma das hortalicas mais consumidas do mundo, desempenhando um
importante papel econdmico e social na geragdo de empregos. Essa cultura apresenta folhas de
diferentes cores, variando desde o verde-claro até tons arroxeados, além de possuir diferentes
graus de crocancia e coloragdo determinadas pela variedade cultivada (Rossetti et al., 2020).
Por se tratar de uma cultura de ciclo curto, ela possibilita multiplos ciclos durante o ano e ¢
muito suscetivel ao ataque de patdogenos em determinadas épocas, em que o clima favorece o
patoégeno, como condi¢des de alta umidade e temperatura (Bergamin Filho; Amorim; Rezende,
2018; Filgueira, 2007).

O manejo fitossanitario da cultura ¢ um dos principais desafios enfrentados pelos
produtores, uma vez que a alface ¢ hospedeira de diversos patogenos capazes de causar danos
significativos, desde o estabelecimento do estande até o periodo pos-colheita. Entre os
principais géneros de fungos fitopatogénicos associados a cultura, destacam-se: Bremia,
Septoria, Rhizoctonia, Pythium ¢ Botrytis (Qiu et al., 2018). As doencgas causadas por esses
patoégenos podem comprometer o desenvolvimento vegetativo, reduzir a produtividade e afetar
a qualidade comercial das folhas, tornando o cultivo economicamente inviavel em situagdes de
alta incidéncia (Lopes, Quezado-Duval e Reis, 2010).

Uma das doengas de maior ocorréncia € a queima da saia causada por Rhizoctonia solani
Kiihn, assim denominada pelo fato de se apresentar como lesdes na regido basal da planta de
alface. Tais lesdes caracteristicas comprometem o desenvolvimento e a qualidade comercial das
folhas. Esse basidiomiceto possui habito polifago, afetando diversas culturas de interesse
econOmico, além de produzir estruturas de resisténcia que podem permanecer viaveis no solo
por anos, dificultando a aplicagdo de medidas de controle (Vegette Pinto et al., 2014; Pavan,
Krause-Sakate e Kurosawa, 2005).

O controle quimico ainda ¢ a medida de controle mais utilizada, mas o uso de tais
moléculas na agricultura vem sendo progressivamente desestimulado, devido aos impactos
negativos causados ao meio ambiente e a saide humana (Sharma et al., 2019). Diversos estudos
relatam que o uso indiscriminado de agrotdxicos pode resultar em contaminagdo de aguas
superficiais e subterraneas, acumulo de residuos toxicos em alimentos e desequilibrios da
microbiota, comprometendo a fertilidade do solo e a biodiversidade (Lopes e Albuquerque,
2018; Pedro et al., 2025).

Face a isso, o controle bioldgico surge como uma alternativa sustentavel e segura, capaz
de reduzir o uso de agroquimicos, minimizar danos ambientais e promover a seguranga
alimentar, além de, em muitos casos, apresentar custo mais acessivel em relacdo ao controle
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quimico (Ayilara et al., 2023). Vale ressaltar que sdo muitos os casos de sucesso no emprego
de biocontroladores contra diversos patogenos, como Macrophomina phaseolina, Sclerotium
rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, R. solani entre outros (Khalili et al., 2016; Alfiky et al., 2024;
Silva et al., 2025). De forma semelhante aos fungicidas quimicos, os biologicos apresentam
variadas formula¢des ¢ modos de uso, sendo alguns deles até mesmo compativeis com
moléculas quimicas.

No Brasil, o controle bioldgico destaca-se como um dos segmentos do agronegocio que
mais cresce nos ultimos anos. Esse avango decorre da crescente conscientizacdo do setor
agricola acerca dos impactos negativos decorrentes do uso indiscriminado de produtos
quimicos, tanto sob o aspecto econdmico quanto ambiental. Outrossim, muitas pragas agricolas
tém desenvolvido resisténcia a diversas moléculas quimicas, reduzindo a eficacia dos produtos
convencionais, o que torna necessario combinar as duas ferramentas de manejo (Lamichhane et
al., 2016).

Portanto, o uso de microrganismos no controle bioldgico constitui uma alternativa
eficiente, por atua diretamente sobre os agentes patogénicos, evitando a sele¢do de organismos
resistentes e proporcionando um manejo mais sustentdvel e duradouro das principais espécies
nocivas (Woo et al.,, 2023). Como reflexo desse movimento, observa-se um aumento
significativo no numero de produtos bioldgicos registrados no pais. Esse crescimento esta
relacionado a mudangas no arcabouco legal que rege o registro, produgdo e comercializacao
desses produtos, cujas leis, decretos e normas sofreram uma atualiza¢do significativa
recentemente (Andreata et al., 2025).

Fungos do género Trichoderma estao entre os organismos mais utilizados na agricultura.
O sucesso desses fungos no controle das doengas de plantas deve-se a facilidade de cultivo em
escala industrial e a eficiéncia dos mesmos como antagonistas, haja vista atuarem contra os
fitopatogenos por diferentes mecanismos, simultaneamente, quais sejam: competicdo por
espaco, nutrientes, luz, oxigénio, etc.; hiperparasitismo, relacionado a producdo de enzimas
liticas; antibiose, por meio da producao de compostos organicos volateis (COVs) e nao volateis
(CONVs); inducao de resisténcia e promogao de crescimento (Zin e Badaluddin, 2020).

A produgdo de compostos organicos biologicamente ativos produzidos por
Trichoderma, assim como a capacidade para inibir o desenvolvimento de patdgenos por
qualquer um dos mecanismos de acdo anteriormente mencionados, varia com o isolado e/ou
espécie do fungo. Disso resulta, em grande parte, o seu maior ou menor potencial como agente
de biocontrole (Monte, Bettiol e Hermosa, 2019; Mello et al., 2020). As interagdes com os alvos
biologicos ocorrem por diferentes maneiras e graus de eficiéncia e, portanto, na busca de
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isolados que possam ser desenvolvidas comercialmente, € necessario que um ntimero razoavel
de isolados sejam testados (Silva et al., 2020; Amin et al., 2010). Além disso, para a obtengao
de organismos de fato eficazes em condi¢des de campo, o fungo selecionado sob condigdes
controladas deve ser capaz de se estabelecer e dispersar no ambiente, diferentemente do controle
quimico, cujo efeito ¢ efémero e pode requerer inimeras pulverizacdes para se atingir a
eficiéncia desejada (Andreata et al., 2025).

Além do potencial como agente de biocontrole, espécies do género Trichoderma
também podem atuar como promotoras de crescimento vegetal por meio de diferentes
mecanismos. Em culturas horticolas, incluindo a alface (Lactuca sativa L.), a inoculacdo com
isolados eficientes tem sido associada ao aumento de biomassa, vigor das plantas e melhor
estabelecimento inicial, efeitos que podem contribuir para maior tolerancia a estresses bioticos
e abioticos (Pereira et al., 2019). Assim, selecionar isolados que suprimem patégenos e
promovem o crescimento vegetal € estratégico para desenvolver bioinsumos mais eficientes e
adaptados ao cultivo (Woo et al., 2014).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade
antagonista de Trichoderma spp. contra o patdgeno R. solani e na promogao de crescimento de
plantas de alface em condi¢des controladas, de forma a conhecer o potencial de uso agricola
desse material biologico mantido na Colecdo de Agentes de Controle Bioldgico de
Fitopatogenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia,

Distrito Federal, Brasil.
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REVISAO DE LITERATURA

A cultura da alface

A alface (Lactuca sativa L.) ¢ uma dicotiledonea pertencente a familia Asteraceae,
originaria na regido mediterranea do Sul da Europa e Asia ocidental. Além de ser uma
importante fonte de fibras e nutrientes como ferro, magnésio e vitamina B6, trata-se de um
vegetal de facil acesso, baixo custo e que apresenta boa palatabilidade (Kim et al., 2016),
caracteristicas que colocam a alface entre as folhosas mais consumidas mundialmente. Ainda,
alguns aspectos que distinguem essa hortalica sdo: a diversidade de cores, variando entre tons
de verde claro até tons de roxo, graus variaveis de crocancia, tipo de folha (lisa ou crespa) e
formagdo ou ndo de “cabega”. No Brasil, a cultura da alface concentra-se na regido sudeste,
com destaque para o estado de Sao Paulo (Marjotta-Maistro et al., 2021).

O género Lactuca possui cerca de 100 espécies, entre domesticadas e selvagens,
sendo as espécies selvagens importantes fontes de genes para o melhoramento genético,
principalmente com relagdo aos caracteres produtivos e resisténcia a patogenos (Wei et al.,
2021). A espécie L. sativa ¢ uma olericola herbacea, autdgama, com inflorescéncia do tipo
capitulo, cuja obtengdo de sementes por meio de cruzamento exige muita mao de obra
qualificada, dificultando a obten¢do de hibridos e favorecendo a utiliza¢do de outros métodos
de melhoramento (Azevedo et al., 2013).

A alfacicultura desempenha um papel socioecondmico importante na agricultura
brasileira, principalmente em razdo das caracteristicas inerentes a sua produgao, destacando-
se a facilidade de manejo, a possibilidade de varios ciclos da cultura ao longo do ano e o
baixo custo de produgdo. Desta forma, o cultivo da alface ¢ especialmente atrativo para
pequenos produtores e para a agricultura familiar, que geralmente dispdem de menor capital
inicial e buscam minimizar riscos, mantendo produtividade com menor investimento
financeiro (Sala e Costa, 2012).

A alface pode ser cultivada tanto em campo aberto quanto em ambiente protegido,
sendo comumente produzida em canteiros ou em sistemas hidropdnicos. No caso do cultivo
protegido, ha vantagens como a protecdo contra eventos climaticos adversos, tais como
excesso de chuvas e geadas, além do aumento da produtividade e da obten¢ao de folhas de
melhor qualidade. Quanto ao cultivo em sistema hidropdnico, destacam-se beneficios como
o uso eficiente da agua e nutrientes, a necessidade de menor espago fisico € o maior valor

agregado ao produto final (Aquino et al., 2017).
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No que diz respeito as condi¢des climaticas ideais para a producao de alface, a maioria
das variedades apresentam desenvolvimento 6timo em temperaturas amenas, entre 18° a 25
OC. No entanto, hoje hd no mercado variedades indicadas para cultivo em diferentes condi¢des
de temperatura, avango adquirido através do melhoramento genético, que possibilitou a
producdo em varias regides do Brasil. Quanto as condicdes edaficas, solos bem drenados, com
pH entre 6 e 7 sdo recomendados. A irrigagdo € outro aspecto importante, haja vista a
constitui¢do da alface com cerca de 95% do peso constituido de agua, portanto a cultura tem
alta demanda hidrica, exigindo boa frequéncia e distribuicao das regas (Maldonade, Mattos
¢ Moretti, 2014).

Entre as folhosas, a alface destaca-se como a hortalica mais consumida no Brasil. De
outra parte, a producdo foi estimada em 671,5 mil toneladas em 2021 em uma area de 86,9
mil hectares, atendendo a demanda. O Estado de Sao Paulo destacou-se como maior produtor
nacional (Anuério Brasileiro de Horti & Fruti, 2023). E notério que essa hortalica possui
preferéncia por temperaturas amenas para seu pleno desenvolvimento, de forma que
temperaturas elevadas podem ocasionar a reducdo do ciclo e antecipagdo do florescimento,
caracteristicas ndo desejaveis para a produgdo. Considera-se também que altas temperaturas
podem causar maior ocorréncia e ataques severos de determinados patogenos como Pythium
e R. solani (Kobori, Brunelli e Gioria, 2011). Por conseguinte, a alface ¢ altamente sensivel
as mudangas climaticas, o que pode tornar algumas regides produtoras inaptas para cultivo
dessa hortaliga.

Apesar de apresentar um ciclo produtivo relativamente curto, com periodo médio de
colheita variando entre 45 e 60 dias, dependendo da variedade cultivada, a alface demanda
atencdo especial quanto aos aspectos fitossanitarios. Essa cultura ¢ suscetivel a uma ampla
gama de doencas que podem comprometer tanto o desenvolvimento vegetativo quanto a
qualidade comercial das folhas. Entre os principais agentes fitopatogénicos relatados,
encontram-se o oomiceto Bremia lactucae, causador do mildio; o fungo Cercospora
longissima, associado a cercosporiose, além de patdgenos de solo como Pythium spp., R.
solani e Fusarium spp., entre outros, responsaveis por doengas radiculares e podridoes que
podem provocar perdas significativas na producao (Suinaga et al., 2014)

O fungo Bremia lactucae ¢ um oomiceto do reino Straminipila que causa o mildio,
doenga foliar caracterizada por manchas brancas e pulverulentas na face inferior das folhas e
manchas pardas na face superior. Esse patogeno ¢ favorecido por condi¢des de alta umidade
relativa do ar e temperaturas amenas, podendo causar danos em qualquer €poca do ciclo e

perdas de até 80% (Souza et al., 2011). Outra doenca foliar que acomete a alfacicultura ¢ a

19



cercosporiose, causada pelo fungo Cercospora longissima (Sacc.), responsavel por danos em
cultivos protegidos, hidropdnicos ou em campo aberto. Os danos s3o causados inicialmente
nas folhas mais velhas e sdo caracterizados por manchas foliares circulares ou irregulares de
cor marrom, podendo evoluir para necrose. Para a germinacao dos esporos e estabelecimento
da infecc¢do, que pode ocorrer em uma faixa ampla de temperatura, ¢ necessario que haja
molhamento foliar por pelo menos 24 h. Além de reduzir a area fotossintética ativa, as lesdes
foliares também tornam as folhosas menos atrativas ao consumidor (Noronha e Assuncao,
2015).
Entre os patdgenos de solo, F. oxysporum f. sp. lactucae causa como principal sintoma
a murcha; as plantas infectadas inicialmente mostram-se raquiticas e clordticas e as folhas
mais velhas apresentam sintomas de murcha, podendo evoluir para morte da planta. Por se
tratar de um patdgeno colonizador de sistema vascular, a colonizagdo do xilema leva ao
escurecimento do mesmo, o que facilita a identificacdo do patdogeno através de corte
longitudinal no caule de plantas sintomadticas (Cabral e Reis, 2013; Cabral et al., 2015).
Pythium ¢ um oomiceto que causa podriddes e “Damping-off” (tombamento em
plantulas). Trata-se de um organismo que apresenta zodsporos flagelados, o que facilita a
disseminagdo através da agua do solo, enquanto no sistema hidroponico a disseminacao se
da por meio da solugdo nutritiva e é favorecida por temperaturas elevadas (Stouvenakers et
al., 2020). Os sintomas induzidos por esse patogeno em alface manifestam-se como podriddes
do sistema radicular e da base do caule, podendo ocasionar murcha, tombamento e até morte

de plantas.

Rhizoctonia solani Kiihn em alface

Embora outras doengas possam afetar severamente a cultura da alface, destaca-se aqui
a queima da saia. A fase anamorfica ou assexual do fungo Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk corresponde a Rhizoctonia solani, organismo pertencente ao Filo Basidiomycota,
Classe Agaricomycetes, Ordem Cantharellales e Familia Ceratobasidiaceae (Kirk,
2012).Trata-se de um patogeno habitante do solo, amplamente disseminado em dareas
agricultaveis, responsavel por danos severos em diversas culturas de interesse agrondmico,
social e econdmico, incluindo alface. Este fungo pode causar podriddes e tombamento de pré
e pos-emergéncia, causando problemas no estabelecimento do estande, reducdo na
produtividade e qualidade do produto final (Pavan, Krause-Sakate e Kurosawa, 2005).

Conhecida vulgarmente como queima da saia, a doenga causada por R. solani em

alface pode ocorrer em qualquer idade da planta; caracteriza-se por lesdes de coloragdo
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amarronzada inicialmente nas nervuras e que podem evoluir e causar necrose € amolecimento
em folhas mais velhas. As condigdes favoraveis aqueima da saia sdo alta umidade do ar, solos
com excesso de umidade e temperaturas em torno de 15 e 25 °C (Lopes, Quezado- Duval e
Reis, 2010; Garcia et al, 2006). Um detalhe que dificulta o manejo dessa doenca ¢ a
capacidade que este fungo possui de produzir esclerddios, estruturas de resisténcia que podem
persistir no solo durante varios anos e afetar proximos ciclos da cultura. Além disso, o fungo
possui habilidade para permanecer no solo na forma saprofitica em matéria organica na

auséncia de hospedeiro (Freire e Cardoso, 2009; Lakshman et al., 2016).

Figura 1: Plantas de alface acometidas por Rhizoctonia solani. A: muda de alface aos sete
dias, B: Planta de alface aos 21 dias.

Uma particularidade de R. solani é a reprodugdo por meio da fusdo de hifas, processo
também conhecido como anastomose, pelo qual ocorrem a mistura dos citoplasmas e a
dispersao dos nucleos. Esse processo possibilita a formag¢ao de grupos de anastomose (AG —
Anastomoses Group) e estd relacionado a compatibilidade entre os isolados. Esse
agrupamento esta associado a caracteristicas dos isolados, como ecologia, gama de
hospedeiros, morfologia e viruléncia (Anderson, 1982; Ogoshi, 1987). Até o momento, foram
identificados 14 grupos de anastomose (AG 1 a 13 e AG-BI), sendo que, mais recentemente,
alguns deles foram divididos em subgrupos (Abbas et al., 2022). No brasil, encontra-se
asssociado a alface pelo menos os grupos AG-1 IB, AG-1 1A, AG-4 (HGI e HGIII), AG-2-1
e AG-2-2 IIIB, sendo o primeiro indicado como mais agressivo (Benitez-Andrade et al., 2025;
Andrade).

O controle quimico ¢ o método mais adotado no manejo da R. solani, seja por
tratamento de sementes ou aplicagdes foliares. Atualmente, existem dois fungicidas
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comerciais registrados no Ministério da agricultura e pecuaria (MAPA) para o manejo da
queima da saia em alface: um deles, combina ingredientes ativos de dois grupos quimicos
(estrobilurina e morfolina), e o outro, composto por feniluréia (Agrofit, 2025). Porém, a
procura por métodos de controle alternativo ¢ algo crescente devido ao apelo por diminuigao
do uso de agrotdxicos e, também, pela necessidade de atender a demandas dos cultivos
organicos, entre outros fatores (Collinge et al., 2022). Assim, o controle bioldgico apresenta-
se como uma alternativa que busca suprimir o patoégeno por meio de antagonistas e seus
metabolitos, reduzindo a dependéncia de fungicidas quimicos (Guzman-Guzman et al.,

2023).

Controle biologico de fitopatogenos

As oscilagdes climaticas representam ameagas a agricultura, em razao da sensibilidade
das plantas a variagdes ambientais, como temperatura e precipitagao, ¢ da possibilidade de
mudangas das interacdes nos diferentes patossistemas. Modificacdes nos padroes de
precipitagdo e temperatura, aliadas a ocorréncia de eventos climaticos extremos, podem
favorecer a disseminagdo de agentes patogénicos para novos locais, por exemplo, o efeito de
furacdes na disseminagdo de ferrugem (Isard et al., 2005). Esses fendmenos climaticos podem
ainda promover a evolucao de agentes fitopatogénicos, levando-os a infectar outras espécies de
plantas ou se tornarem mais virulentos e, por conseguinte, a ultrapassarem o controle quimico
e quebrarem a resisténcia de cultivares (Singh et al., 2023; Yin et al., 2023). De outra parte,
existe atualmente um crescente apelo a adocdo de praticas agricolas sustentaveis, como forma
de mitigar os impactos ambientais causados pelos métodos convencionais de cultivo. Tais
impactos podem resultar em perdas no rendimento das culturas, acarretando prejuizos aos
produtores e comprometendo a seguranga alimentar, sobretudo em paises emergentes, que
apresentam maior vulnerabilidade socioeconomica (Toromade et al., 2024). Nesse contexto, o
controle biologico vem se consolidando como uma ferramenta essencial no manejo integrado
de doengas e ¢ reconhecido como um dos pilares da agricultura sustentavel.

O controle biologico de doengas de plantas pode ser definido, de forma simples, como a
redu¢do da quantidade de indculo ou da capacidade de um patdgeno causar doenga, mediada
por organismos vivos distintos do ser humano (Cook e Baker, 1983). Esse processo ocorre
naturalmente nos ecossistemas e, em geral, envolve microrganismos com agdo antagonica ou
competitiva. A partir da década de 1960, o controle bioldgico passou a ser incentivado, por meio

de aplicagdes inundativas dos agentes de biocontrole, a moda dos fungicidas quimicos (Mello
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et al., 2020). Nessa perspectiva, diversas espécies microbianas, principalmente de fungos
e bactérias vém sendo utilizadas como fungicidas no controle de diferentes doencas de plantas.
Entre os fungos, destaca-se o género Trichoderma e bactérias do género Bacillus.

O desempenho desses microrganismos em determinadas condi¢gdes ambientais depende
da capacidade adaptativa da espécie e/ou isolado frente aos fatores abidticos como temperatura,
umidade, pH e disponibilidade de nutrientes e as comunidades microbianas do ecossistema em
que sera introduzido (Mello et al., 2020). A despeito de existirem ainda lacunas quanto ao
entendimento das condi¢des requeridas para uma maior tolerancia dos agentes de biocontrole
aos diferentes ambientes, pode-se pensar em formulagdes baseadas em estudos fisiologicos para
aumentar a eficacia no campo. Uma tatica para superar as multiplas adversidades, tanto bioticas
como abidticas, pode basear-se no desenvolvimento de formulacdes consorciadas de agentes de
controle bioldgico com diferentes atributos, de forma a aumentar as chances de sucesso do
produto biologico (Di Lelio et al., 2021).

No Brasil, verificou-se um crescimento expressivo neste segmento, principalmente nas
duas ultimas décadas, devido as mudangas que ocorreram em regulamentacdes, normas e
registro de produtos (Andreata et al., 2025). Considerando os anos mais recentes, 0 aumento de
areas que utilizam o controle bioldgico foi de 9% na safra 2017/18, para 28% na safra 2021/22,
evidenciando o avango desse segmento no agronegocio brasileiro (Valente, 2024). Este cenario,
alinhado a crise climatica enfrentada atualmente, reafirma a necessidade de estudos nessa
tematica, a fim de promover desenvolvimento tecnoldgico e inovagdo, contribuindo para a
producao sustentavel.

Um fator crucial para a eficacia do controle biologico ¢ a formulagdo do agente, que
deve ser adequada ao método de aplicagdo, em consonancia com as condi¢cdes do ambiente
para o qual ¢ direcionado. Portanto, a escolha correta da formulacdo estd relacionada ao
sucesso do biocontrole, por influenciar a capacidade de sobrevivéncia do agente de controle
bioldgico as condi¢cdes adversas de temperatura e umidade (Diaz-Rodriguez et al., 2025).
Entre os principais métodos de utilizagdo do agente de biocontrole destacam-se o tratamento
de sementes, a aplicacdo em sulco de plantio e, em menor escala, pulverizagcdes. Além do
método de aplicagdo, as caracteristicas bioldgicas do microrganismo determinam o tipo de

formulacao mais apropriada (Spadaro e Droby, 2016).

Trichoderma como agente de biocontrole e na promocao do crescimento de plantas
Os fungos do género Trichoderma sao amplamente utilizados como agentes de

biocontrole de doencas de plantas devido ao rapido crescimento em variados substratos, a alta
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especificidade e a capacidade de se manterem no ambiente em modo de vida saprofitico na
auséncia do patdogeno (Thambugala et al., 2020).

Embora Trichoderma seja amplamente utilizado no manejo de doengas de plantas,
algumas particularidades devem ser consideradas. Por ser um fungo tipicamente associado ao
solo e a rizosfera, seu estabelecimento eficiente depende da interacdo com os componentes
edaficos, o que direciona as formulacdes comerciais, em grande parte, para aplicacdo no
tratamento de sementes e no sulco de plantio (Woo et al., 2014). Tais estratégias favorecem a
colonizagdo radicular e aumentam a persisténcia do microrganismo no microambiente,
otimizando a prote¢do contra fitopatdgenos habitantes do solo, como R. solani, S. rolfsii e
Fusarium spp. (Harman et al., 2021). Por outro lado, o avango tecnoldgico tem permitido o
desenvolvimento de novas formulacdes, como granulos e suspensdes concentradas voltadas
para aplicacao foliar, ampliando o espectro de acdo e a aplicabilidade do Trichoderma em
diferentes sistemas de cultivo (Cumagun, 2014). No entanto, ainda se observa uma
predominancia de estudos voltados ao controle de patogenos de solo, reflexo da limitacdo das
formulagdes e da maior afinidade ecoldgica do fungo com o ambiente radicular.

Trichoderma é um género de fungos filamentosos pertencente a divisdo Ascomycota,
classe Sordariomycetes, ordem Hypocreales e familia Hypocreaceae (Kirk, 2012). Trata-se de
um grupo de fungos habitantes do solo, com ampla distribuicdo geografica, ocorrendo
naturalmente em diferentes ecossistemas. Essa caracteristica do género estd associada, entre
outros fatores, a elevada capacidade de colonizar diversos substratos, como matéria organica
em decomposicdo, rizosfera e tecidos vegetais. Nesses ambientes, espécies de Trichoderma
podem atuar como endofitos, competidores de outros microrganismos e agentes de
biocontrole, desempenhando papel ecologico fundamental na dindmica microbiana do solo
(Ghorbanpour et al., 2018).

Um ponto importante no avango dos estudos sobre Trichoderma spp. diz respeito a sua
taxonomia. Em 1865 os irmdos Tuslane sugeriram que Trichoderma e Hipocrea seriam
conexdes morfologicas de um mesmo fungo e que Hipocrea representava a forma sexuada ou
teleomorfica de Trichoderma, j4 amplamente conhecido na natureza em sua fase assexual ou
anamorfica (Bissett et al., 2015). Essa nomenclatura ocorreu em um periodo em que a
taxonomia dos fungos era baseada predominantemente em caracteristicas fenotipicas, como a
forma e o tamanho dos esporos, a coloragdo e o formato das colonias. Com o avango das
técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel o sequenciamento genético, que fornece
dados precisos para andlises de filogenia e, com base nestes estudos, constatou-se que

Hipocrea e Trichoderma correspondem ao mesmo grupo filogenético, tratando-se, portanto,
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de um tUnico género. A partir dessa constatacdo, ocorreu a unificagdo da nomenclatura,
consolidando a designagdo do género como Trichoderma, por ser esta a mais antiga.
Atualmente, a identificacao das espécies baseia-se principalmente em analises de sequéncias
de genes como ITS, tefl-a e rpb2, que fornecem maior robustez e precisao taxondmica (Cai e
Druzhinina, 2021)

Algumas caracteristicas como rapido crescimento e a capacidade de utilizar diferentes
fontes de nutrientes, fazem com que o género Trichoderma seja um dos mais estudados, entre
os agente de biocontrole (Kumar et al., 2023). Além dessas caracteristicas desejaveis, algumas
espécies apresentam vantagens operacionais importantes, como facilidade de cultivo em meios
artificiais, estabilidade durante o armazenamento e praticidade na formulacao e aplicagdo em
campo. Esses atributos tornam 7richoderma um dos microrganismos mais amplamente
estudados e explorados comercialmente (Martinez et al. 2023).

Entretanto, a principal vantagem desse género como agente de controle biologico esta
relacionada a variedade de mecanismos de agdo que ele apresenta, possibilitando o controle
de fitopatdgenos por mecanismos diretos e indiretos. Essa adaptabilidade permite que o fungo
se estabelega com eficiéncia em distintos ambientes e tipos de cultivo, promovendo uma
interacao benéfica tanto com as plantas quanto com o solo (Sood et al., 2020). Dessa forma, o
fungo Trichoderma se sobressai como um microrganismo versatil e eficiente, com potencial
para integrar estratégias de manejo sustentavel de doengas, diminuindo o uso de defensivos
quimicos e auxiliando na preservacao do equilibrio microbiano nos sistemas agricolas (Chen
et al., 2025).

A antibiose € um mecanismo caracterizado pela capacidade de um microrganismo em
dificultar o crescimento e desenvolvimento de outro por meio da produgdo de metabolitos
secundarios. A natureza quimica desses metabolitos € variada, portanto, diferentes géneros ou
espécies podem apresentar a capacidade para produzir diversos compostos quimicos diferentes
e em proporcdes distintas (Khan et al., 2020). Nesse contexto, dentro do género Trichoderma,
ha vasta literatura demonstrando que existem diferencas entre os compostos produzidos por
espécies desse fungo, sendo alguns deles pertencentes aos grupos dos terpenodides, quinonas,
pironas e peptideos antibioticos (Silva, et al., 2021; Ramada et al., 2019). Além do baixo peso
molecular, estes compostos possuem a capacidade de evaporar em condi¢gdes atmosféricas
normais, possibilitando a difusdo entre macro e microporos, consolidando a antibiose um
mecanismo consistente frente a diversos fitopatogenos (Meena et al., 2017; Raut et al., 2014;
Stracquadanio et al., 2020; Schulz-Bohm, Martin-Sanchez, Garbeva, 2017). Assim, resultados
reportados por Wonglom, Ito e Sunpapao (2020) e por Kong et al. (2022) demonstram que
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compostos volateis produzidos por espécies de Trichoderma foram capazes de inibir o
crescimento de fungos fitopatogénicos e promover crescimento vegetal, corroborando a
atuacao da antibiose mediada por metabolitos secundarios.

O hiperparasitismo ou micoparasitismo ¢ uma relacdo estabelecida entre dois fungos
na qual um deles exerce papel de antagonista sobre o outro. Essa interacdo ocorre de maneira
sequencial: o fungo antagonista cresce em direcdo ao fungo hospedeiro apos o reconhecimento
de estimulos quimicos liberados pelo hospedeiro. Em seguida, ocorre o enrolamento em torno
das hifas ao redor das hifas do hospedeiro e a penetragdo por meio de pressdo mecanica ou
desenvolvimento do apressorio e liberagdo de enzimas degradadoras de parede celular, como
quitinases e glucanases, levando a morte do fungo parasitado e digestdo do conteudo do
hospedeiro (Mello et al., 2020; Dutta et al., 2023; Atanasova et al., 2013). Para ilustrar este
processo ¢ comumente realizado trabalhos com microscopia eletronica de varredura, como
realizado por Louzada et al. (2009) e Montalvao et al. (2023), nos quais foi possivel verificar
Trichoderma spp. parasitando fitopatogenos.

Outro mecanismo apresentado por Trichoderma é a competi¢ao, que pode ocorrer por
exemplo por espago, nutrientes e oxigénio. Essa habilidade esta relacionada a diversos
fatores, como o rapido crescimento do fungo e sua capacidade de utilizar diferentes fontes de
carbono para a nutri¢ao (Benitez et al., 2004). Um exemplo classico de competicao € relatado
em estudos que mostram que algumas espécies de Trichoderma sdo capazes de produzir
sider6foros, compostos que solubilizam e captam ions de ferro, tornando-as
competitivamente superior aos patdogenos que nao apresentam essa caracteristica (Vinale et
al.,2013). Em culturas pareadas, Liu et al. (2022) demonstraram que isolados de Trichoderma
spp. apresentam crescimento micelial superior, promovendo ocupacao precoce do substrato
e confirmando a competi¢ao por espaco € nutrientes como um importante mecanismo desse
género fungico.

A indugdo de resisténcia ¢ um sistema de defesa induzido nas plantas por espécies de
Trichoderma colonizadoras de raizes, considerado mecanismo de controle bioldgico indireto.
Carboidratos exsudados pelas raizes das plantas sdo atrativos para esse fungo, que apos o
reconhecimento - comunicacao planta versos agente de controle bioldgico mediada por
peptideos sinais - desencadeia um processo complexo, mediado por padroes moleculares
associados a microrganismos (microbe associated molecular patterns - MAMPs). Em outras
palavras, os MAMPs emitidos pelos microrganismos, ao serem reconhecidos pela planta, faz
com que a mesma ative respostas de defesa (Monte, Bettiol e Hermosa, 2019; Omann et al.,

2012). Entretanto, no caso de agentes de biocontrole, como Trichoderma, essa ativagdo nao
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desencadeia uma resposta de ataque, mas sim uma preparagdo do sistema imunoldgico da
planta. Tal estratégia ¢ responsavel pelo éxito do 7richoderma em colonizar as raizes
(rizocompeténcia) e por conferir a reacdo da planta aos fungos agressores. Essa interacao
pode ativar duas rotas principais: a Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR), associada ao
acumulo de 4cido salicilico, e a Resisténcia Sistémica Induzida (ISR), mediada pelas vias do
acido jasmonico e etileno. Ambos os mecanismos desencadeiam respostas de defesa
sistémicas que conferem a planta prote¢ao contra uma ampla gama de agentes patogénicos

(Hermosa et al., 2012).

Promogao de crescimento também ¢ apontada como um mecanismo de controle
bioldgico indireto. Ao ser atraido quimicamente pelos exsudatos radiculares, o fungo
direciona o crescimento micelial para as raizes para iniciar o processo de colonizagdo. Uma
vez que o fungo consegue superar o sistema de defesa da planta e estabelecer a colonizagao,
ele pode induzir modificacdes fisiologicas na hospedeira, principalmente em condi¢des de
estresses bidticos e abidticos (Contreras-Cornejo et al., 2024). Sabe-se que espécies de
Trichoderma sao capazes de alterar concentracdes de carboidratos, aminoacidos e hormoénios
vegetais como acido abscisico (ABA), acido indol-3-acético (IAA) e acido jasmonico. Essas
alteracdes podem resultar em beneficios para as plantas, como acimulo de biomassa, aumento
na eficiéncia fotossintética, crescimento radicular e em muitos casos culminando em aumento
de produtividade (Kabir et al., 2022; Oljira et al., 2020; Harman et al., 2021).

Além dos mecanismos supracitados, esse género fingico também ¢ estudado como
atenuante de estresses abidticos. Nessa perspectiva, Scudeletti et al. (2021) investigaram a
acdo T. asperellum em cana-de-acucar submetidas a déficit hidrico. Ao final do estudo, esses
pesquisadores constataram que mesmo sob déficit hidrico as plantas apresentaram maior taxa
de crescimento, perfilhamento e produtividade de colmos. De maneira semelhante, Oljira et
al. (2020) comprovaram a associagao de isolados de Trichoderma spp. com a melhor eficiéncia
do uso da dgua em plantas de trigo (7riticum aestivum L.) submetidos a estresse salino.

Trichoderma spp. apresentam, ainda, potencial para serem aplicadas na protecdo de
vegetais contra patdgenos de pds-colheita, embora poucos estudos tenham sido conduzidos
nesse campo de pesquisa. E importante destacar, contudo, que a utilizagio de microrganismos
diretamente em alimentos requer atengao quanto a inocuidade, a fim de evitar possiveis riscos
ao consumidor (Li et al., 2025). Em trabalhos conduzidos por Costa et al. (2021) constatou-
se que a aplicagdo direta de esporos de 7. piluliferum sobre os frutos de bananeira cv. Prata
foi capaz de diminuir em 57% as lesdes causadas por Colletotrichum musae. Frente a esse
resultado, os autores testaram a aplicacdo em trés momentos diferentes, 24h antes da
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inoculacdo de C. musae, no mesmo momento da inoculacdo e 24 h apds a inoculacdo de C.

musae. Constatou-se que a eficiéncia do microrganismo diminuiu conforme o atraso da
aplicagdo, com indices de 37% e 27% para aplicagdo em concomitancia e a aplicacdo 24h apos
a inoculagdo com o patdgeno, respectivamente, e 57% para a aplicagdo 24h antes da
inocula¢do. Zhan et al. (2023) verificaram que a aplicagdo de extratos ndo volateis de 7.
pinnatum (LS029-3), em frutos de manga inoculados com Lasiodiplodia theobromae, reduziu
a severidade dos sintomas. No entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados para
respaldar o uso desse fungo na pos-colheita, que garantam a seguranga dos consumidores.
Assim, torna-se imprescindivel que estudos abordem ndo apenas a viabilidade técnica da
producdo em larga escala, mas também aspectos relacionados a estabilidade, eficiéncia e

seguranga de uso.

Potencial de Trichoderma spp. na cultura da alface: biocontrole, promocio de crescimento
e outros efeitos benéficos

A alface ¢ uma das hortaligas mais cultivadas em escala mundial, destacando-se pela
importancia econdmica e social no setor horticola. Entretanto, o ataque de fitopatdégenos
constitui um dos principais fatores limitantes a producdo, podendo comprometer
significativamente o rendimento e a qualidade das plantas. O manejo desses patdgenos deve ser
realizado de forma eficiente para evitar perdas econdmicas aos produtores. Para isso, o uso de
defensivos quimicos ¢ amplamente utilizado, no entanto, essa pratica vem sendo desmotivada
devido aos efeitos negativos ocasionados pela mesma sobre o ambiente, a salde humana e o
equilibrio microbiologico do solo (Jacquet et al., 2022; Harman et al., 2021).

Diante desse panorama, o uso de agentes de controle biologicos representa uma
estratégia promissora, podendo ser aplicado de forma isolada ou em associacdo com outras
praticas de manejo (Aggeli et al., 2020; Ferreira e Musumeci, 2021). Entre as principais
vantagens desse método estdo sua seletividade no modo de agdo, a baixa toxicidade e o custo
reduzido em comparagdo a diversos defensivos quimicos (Andreata et al., 2025). Além disso,
os bioinsumos sao importantes em nichos especificos, como nos sistemas de agricultura organica
e agroecologica, em que o uso de produtos quimicos € restrito (Silva et al., 2025).

Muitos estudos vém sendo conduzidos para identificar microrganismos com potencial
para controle bioldgico na cultura da alface. A utilizagdo de fungos do género Trichoderma,
nesse caso, esta associada principalmente ao uso do microrganismo para controle de doengas
causadas por patogenos de solo e a promogado de crescimento, mas nao se limitando a essas

linhas. Silva et al. (2021) constataram a eficacia de compostos organicos volateis produzidos
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por T. azevedoi na reducdo da severidade de S. sclerotiorum. Ainda se tratando de S.

sclerotiorum, Topolovec-Pintari¢ et al. (2025) observaram que 7. koningiopsis foi capaz de
inibir o desenvolvimento da doencga, além de incrementar o rendimento da cultura. J& Baiyee,
Ito e Sunpapao (2019) avaliaram o efeito da aplicagdo de 7. asperellum no controle de
manchas foliares causadas por Corynespora casiicola € Curvularia aeria, tendo constatado
reducdo significativa na severidade de ambas as doengas.

Com respeito a promocgao de crescimento, Gutiérrez-Chéavez et al. (2025) apontam
incremento para as variaveis altura de parte aérea, comprimento radicular e nimero de folhas,
em plantas de alface. Os autores observaram também um aumento de até 82,63% na biomassa
seca, em cultivo hidropdnico, tratadas com 7. asperellum e T. harzianum. Do mesmo modo,
Pereira et al. (2019) constataram incremento na produtividade em campo de alface americana
‘Mauren’ e promocdo de desenvolvimento inicial de alface ‘Astra’ tratadas com T.

harzianum.

A utilizagdo de Trichoderma vem sendo estudada também sob outros aspectos, a
exemplo do aumento na absor¢do de nutrientes nas raizes das plantas. Assim, o tratamento do
solo com a suspensdo de 7. virens, sem aduba¢do com nitrogénio, mostrou aumento de 51%
na absor¢do desse nutriente, em relacdo a testemunha (Fiorentino et al., 2018). Ainda se
tratando de linhas de pesquisa pouco exploradas, Caporale et al. (2014) averiguaram a acao de
T. harzianum e T. atroviride na mitigacao de fitotoxicidade em plantas de alface irrigadas com
agua contaminada com arsénio: constataram que as plantas tratadas com Trichoderma
apresentaram melhor desenvolvimento vegetativo, menor quantidade de arsénio nos tecidos
vegetais e um aumento significativo na concentracao de fosforo disponivel no solo.

Pesquisas relacionadas a eficiéncia desse microrganismo na diminui¢do de danos
causados por déficit hidrico e salinidade do solo também sdo relatadas na literatura. Kalleli,
Aissa e Hamdi (2021) verificaram maior tolerancia a irrigagdo com agua salina (alta quantidade
de NaCl) em plantas de alface, cujas sementes haviam sido tratadas com 7. atroviride. Os
autores também observaram melhores indices de crescimento das plantas. Portanto, existem relatos
de promogao de crescimento de plantas. Junte-se a isso a possibilidade de se atenuar estresses
abidticos. Dessa forma, a aplicagdo de Trichoderma spp. pode contribuir de diversas formas para
a producdo da alface, pois além de suprimir um numero de patdogenos que atacam a cultura,

alguns isolados também sdo relatados como benéficas a cultura, sob outras perspetivas.
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JUSTIFICATIVA

A avaliacao de diferentes isolados de Trichoderma na supressao de R. solani e na
promocao do crescimento da alface (Lactuca sativa) mostra-se essencial para o
desenvolvimento de biofungicidas biologicos, especialmente diante da crescente demanda por
sistemas agricolas mais limpos e sustentaveis. Esse patdgeno caracteriza-se como um organismo
necrotrofico de ampla distribuigdo, responsavel por causar tombamento de mudas, podriddes
radiculares e impactos expressivos na produtividade e na qualidade dos produtos destinados ao
consumo. O controle quimico, embora amplamente empregado, apresenta baixa eficiéncia no
solo e implica riscos a saiide humana, a biota edafica e ao meio ambiente. Nesse contexto, 0 uso
de agentes de controle bioldgico, como espécies do género Trichoderma, tem ganhado destaque
como alternativa viavel aos fungicidas quimicos.

Os fungos do género Trichoderma apresentam ampla diversidade funcional, pois reune
grande niimero de espécies e variabilidade infraespecifica, considerando suas caracteristicas
metabolicas e interacdes no ambiente. Diante dessa diversidade dentro do género e das espécies,
a prospeccdo de isolados para cada finalidade especifica ¢ uma atividade fundamental. E
importante salientar que os atributos do fungo dependem tanto de fatores genéticos como de
fatores ecoldgicos. Os estudos comparativos de diferentes isolados permite identificar aqueles
com maior atividade competitiva nos diferentes habitats, especialmente no que se refere a
superacao de obstaculos para obtencao de nutrientes e colonizagdo dos espacos dentro do solo
e nas raizes das plantas. A partir desses estudos, isolados de Trichoderma podem ser explorados
para promover a satde das plantas e o controle de biologico de doengas em sistemas agricolas,
entre outras aplicacdes.

Além de serem capazes de suprimir doencas, muitos isolados de Trichoderma também
promovem o crescimento vegetal por diferentes mecanismos, a exemplo da sintese de
fitormonios, como acido indolacético (AIA), solubilizacao de fosfatos e outros nutrientes, bem
como produgdo de sideroforos, resultando em maior producdo de biomassa vegetal e melhor
nutricdo das plantas. Assim, a descoberta de novos isolados com caracteristicas antagonistas e
bioestimulantes impulsiona o avango estratégico na formulagao de bioinsumos.

Face ao que foi dito, este trabalho visa contribuir na avaliacdo e disponibilizagdo de
Trichoderma spp., mantidas na Colecdo de Agentes de Controle Biologico de Fitopatogenos e
Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal,
Brasil, para futuras pesquisas no desenvolvimento de novos biofungicidas para manejo de

doencas e aumento de produtividade, em consonancia com as demandas da agricultura moderna
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e a reducdo do uso de agroquimicos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Prospectar isolados de Trichoderma mantidos na Colecao de Agentes de Controle
Biolégico de Fitopatogenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil, quanto ao potencial como agentes de

controle bioldgico da queima da saia (Rhizoctonia solani), em alface.

Objetivos especificos
- Avaliar o efeito de Trichoderma spp. no crescimento do patdgeno R. solani em
pareamento de culturas.
- Avaliar a agdo inibitéria de R. solani por Trichoderma spp. por meio da producao
de compostos organicos volateis.
- Avaliar a agdo inibitéria de R. solani por Trichoderma spp. por meio da producao

de compostos organicos ndo volateis.

- Avaliar a capacidade de isolados de Trichoderma spp. para suprimir a queima da

saia da alface.

- Avaliar o efeito da aplicacdo de Trichoderma spp. sobre o desenvolvimento de

plantas de alface.
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MATERIAL E METODOS

Local de execu¢io e delineamento experimental adotado

Os ensaios foram conduzidos na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(CENARGEN), em Brasilia, Distrito Federal, no periodo compreendido entre os meses de gosto
de 2024 a julho de 2025. Todos os experimentos foram conduzidos pelo menos duas vezes,

utilizando o delineamento experimental em blocos casualizados (DBC).

Origem dos isolados

Foram escolhidos, para os ensaios iniciais, 19 isolados de Trichoderma, pertencentes a
Colecao de Agentes de Controle Biologico de Fitopatdégenos e Plantas Daninhas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, Distrito Federal, Brasil e um isolado comercial,
portanto, totalizando 20 isolados. Esses materiais biologicos sdo apresentados na Tabela 1. O
isolado de R. solani utilizado nos testes ¢ procedente da Embrapa Hortaligas e originario de
alface com sintomas de queima da saia e, anteriormente, foi caracterizado como pertencente ao
grupo de anastomose G1, por outros membros da equipe do laboratério e também mantido na
referida Colegdo. Todos os fungos foram reativados em meio de Batata - Dextrose - Agar (BDA)

e guardados sob refrigeracao, formando-se assim, a Colecdo de Trabalho.

Tabela 1. Cédigo de acesso, local de coleta, substrato de origem e espécie de Trichoderma
utilizada.

Codigo Local de coleta Substrato Espécie
CEN1513 Manaus-AM Solo nativo de cerrado T. koningiopsis
CEN1653 Ipameri-GO Solo nativo de cerrado Trichoderma sp.
CEN1700 Dona Euzébia-MG Rizosfera de Teca Trichoderma sp.
CEN1339 Brasilia-DF Rizosfera de miconia Trichoderma sp.
CEN1651 Ipameri-GO Rizosfera de cana-de-agucar Trichoderma sp.

CEN288 Planaltina-DF entrelinha algoddo Trichoderma sp.
CEN1659 Ipameri-GO Rizosfera de milho Trichoderma sp.
CEN287 Planaltina-DF Campo de algodao T. afroharzianum
CEN1075 CNPH Rizosfera de tomate Trichoderma sp.
CEN1070 CNPH Rizosfera de tomate Trichoderma sp.
CEN1650 Ipameri-GO Solo de cerrado nativo Trichoderma sp.
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CEN1080 CNPH Rizosfera de tomate Trichoderma sp.

CEN1242 Rajadinha-DF Rizosfera de milho T. azevedoi
CEN281 Planaltina DF Entrelinha de algodoeiro T. afroharzianum
CEN1241 Rajadinha-DF Rizosfera de milho T. azevedoi
CEN1685 Piratba-MG Rizosfera de bambu Trichoderma sp.
ESALQ-1306 Trichodermil® - T. harzianum
CENl1416 Sdo José do Rio Pardo-SP Plantacdo de cebola T. lentiforme
CEN1277 Rajadinha-DF Rizosfera de salsa T. asperelloides
CEN 1656 Ipameri-GO Rizosfera de bananeira Trichoderma sp.

*Isolado comercial

Avaliacdo do antagonismo de isolados de Trichoderma contra R. solani em culturas
pareadas

O experimento foi instalado como descrito por Mello et al. (2007). Em placas de Petri
(90 mm @), contendo 20 mL do meio Batata Dextrose Agar (BDA) Merck®, foram dispostos
discos de agar (5 mm ) contendo micélio de Trichoderma e de R. solani, em extremidades
opostas das placas. Foram utilizadas cinco repeti¢cdes por tratamento (isolado de Trichoderma
+ Testemunha). O tratamento Testemunha foi constituido de placas de Petri contendo
unicamente o patogeno. As culturas foram mantidas em camara de crescimento a 25 °C (£ 2
°C), com fotoperiodo de 12 horas.

A 1inibi¢do do crescimento micelial do patdgeno pelos isolados de Trichoderma foi
determinada quando as coldnias nas placas testemunhas atingiram toda a superficie do meio, no
terceiro dia de cultivo. Para tal, foram tomadas as medidas do diametro das colonias do patégeno
com o auxilio de um paquimetro digital. Os valores obtidos foram utilizados para célculo dos
percentuais de inibi¢do, de acordo com a formula: 1= (C-T/C) x 100, onde I = indice de inibi¢do
(%); C = didmetro das colonias do patdégeno na placa controle e T = diametro das colonias do
patogeno nos pareamentos. Posteriormente, as placas foram mantidas na caAmara de crescimento
para observar o crescimento do antagonista sobre as colonias do patogeno. Este experimento foi
conduzido trés vezes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, as médias,
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6

(Ferreira, 2011).
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Avaliacido do efeito de compostos organicos volateis (COVs) produzidos por isolados de
Trichoderma sobre o crescimento micelial de R. solani

A metodologia utilizada para avaliar o crescimento do patégeno mediante producao de
COVs pelos isolados de Trichoderma foi descrita por Silva et al. (2021) e consiste na unido
de bases de placas com o antagonista e o patdogeno, formando uma atmosfera compartilhada.
Foram utilizados 19 isolados, pois o isolado CEN1070 foi excluido deste e dos experimentos
subsequentes, por demandar tempo adicional para restabelecimento da colonia, o que
inviabilizou sua inclusdo dentro do cronograma experimental. As bases de placa de Petri (90
mm ) contendo o Trichoderma previamente cultivado por trés dias, a 25°C e fotoperiodo de
12 horas, foram sobrepostas as bases contendo o meio BDA inoculado com um disco (5 mm
) de cultura de R. solani. Os conjuntos formados foram selados com filme de parafina pléstica,
envolvido com plastico transparente e, entdo, distribuidos em camara incubadora regulada para
as mesmas condi¢des de temperatura e fotoperiodo anteriores. As bases com o Trichoderma
foram mantidas na parte inferior do sistema para garantir que nenhum esporo atingisse, por
efeito gravitacional, o meio cultivado com R. solani. Foram utilizadas cinco repetigdes por
tratamento (7richoderma + Testemunha), totalizando 95 parcelas. O tratamento Testemunha
consistiu de conjuntos, cujas partes de baixo continham meio BDA sem o antagonista.

A avaliacdo ocorreu trés dias apds a montagem do sistema, quando a placa controle foi
completamente colonizada. A inibigdo do crescimento micelial do patégeno por COVs
produzidos pelo antagonista e o célculo dos indices de inibi¢do foram realizados como no
experimento anterior. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e, as médias,
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6

(Ferreira, 2011).

Avaliacio do efeito de compostos organicos nao volateis (CONVs) produzidos por isolados
de Trichoderma sobre o crescimento micelial de R. solani

Este experimento foi conduzido com os mesmos 19 isolados, utilizados no experimento
anterior. O método adotado foi adaptado de Dennis e Webster (1971). Trés discos (5 mm @)
de BDA previamente colonizados com o antagonista foram transferidos para frascos
Erlenmeyer contendo 100 mL de meio batata-dextrose (BD) esterilizado. As culturas em meio
BD foram incubadas em agitador orbital (Lab-line incubator-shaker, modelo NT 711) a 150 rpm
ea25°C (£2°C), em auséncia de luz por sete dias. Separou-se a parte liquida por filtragdo com
papel filtro, seguindo-se uma centrifugagdo a 6.081 xg para remocdo de esporos.

Adicionalmente, a fase liquida foi filtrada com membrana de celulose com 0,45um de didmetro.
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Os filtrados obtidos foram adicionados ao meio BDA ja preparado, na proporc¢ao de 25% (v/v)
e 0 meio assim suplementado foi distribuido 20 mL por placa. Cada placa recebeu um disco (5
mm ) de BDA colonizado com R. solani. O tratamento Testemunha consistiu em discos
colonizados com o patdégeno depositados em placas com meio BDA ndo adicionado de filtrado
de cultura. As placas foram incubadas em camara de crescimento a 25 °C (+ 2 °C) e fotoperiodo
de 12 horas.

Aos trés dias de cultivo, tomaram-se as medidas de didmetro das colonias e aplicou-se
a formula descrita anteriormente, para a obtengdo dos percentuais de inibi¢cdo. O experimento
foi conduzido trés vezes, com cinco placas por tratamento, cada uma constituindo uma unidade
amostral. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas
pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira,
2011).

Avaliacao do efeito de tratamento térmico dos filtrados de cultura de Trichoderma sobre
a inibicao do crescimento de R. solani

Neste experimento, foram utilizados isolados que apresentaram bons resultados de
inibicao do crescimento micelial do patégeno, no experimento anterior. Os isolados escolhidos
foram: CEN1080, CEN1513, CEN1685, CEN1700, CEN1277 e ESALQ-1306. A metodologia
adotada foi adaptada de Dennis e Webster (1971). A fase liquida foi obtida como descrito no
item anterior, incorporada ao meio BDA (acrescido de 5 g de 4gar) na proporc¢ao de 25% (v/v),
e, entdo, o meio suplementado foi autoclavagem a 121 °C por 20 minutos. Posteriormente,
foram vertidos 20 mL do meio suplementado e autoclavado em placas de 85 mm @ de diametro.
Por fim, discos (5 mm ) de BDA colonizados com R. solani foram depositados ao centro das
placas. O tratamento Testemunha consistiu em discos colonizados com o patogeno depositados
em placas com meio BDA autoclavado, sem adi¢do de filtrado de cultura. As culturas assim
preparadas foram incubadas em camara de crescimento por 25 °C (+ 2 °C) durante quatro dias.
As medidas do diametro das colonias foram tomadas aos quatro dias de cultivo, quando as placas
no tratamento Testemunha foram totalmente preenchidas. Para calcular os indices de inibicao
do crescimento do patogeno pelos filtrados submetidos a autoclavagem, utilizou-se da mesma
formula utilizada nos itens anteriores. O experimento foi conduzido com 20 tratamentos (19
isolados de Trichoderma e uma Testemunha apenas com o patdégeno) e cinco repeti¢cdes, sendo
cada placa de Petri considerada uma unidade amostral. O experimento foi repetido duas vezes.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas pelo teste de

Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011).
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Promocao de crescimento de plantas de alface, cultivadas em meio Murashige e Skoog,
mediado por COVs produzidos por Trichoderma

Os procedimentos aqui adotados foram descritos por Silva et al. (2022), adaptado do
protocolo utilizado por Lee et al. (2016) e consiste no uso de placas dentro de placas. Os isolados
escolhidos foram selecionados a partir dos isolados com melhores resultados no experimento
de compostos volateis e obedecendo a preferéncia por isolados com menor produgdo de micélio
aéreo (para evitar contaminagdes no meio). Assim, dois isolados de Trichoderma, CEN1277 ¢
CEN1685 foram testados. Placas Petri de 60 x 15 mm preenchidas com 6 mL de meio BDA
foram colocadas na extremidade de outras placas de Petri maiores (150 x 25 mm), sendo esta
preenchida com 50mL de meio MS basal (Murashige e Skoog, 1962). Um disco de micélio de
(5§ mm ©) colonizado por Trichoderma foi depositado no centro da placa menor. Em cada uma
das placas maiores, foram distribuidas cinco sementes de alface, com espacamento de 26 mm.
Outra placa de 150 x 25 mm foi sobreposta e, o conjunto, envolvido com parafina pléstica e
filme plastico transparente para formar a atmosfera compartilhada. O tratamento Testemunha
constou de conjunto semelhante, sendo que o meio BDA ndo recebeu o disco de meio
colonizado. As sementes passaram por tratamento prévio, sendo imersas em etanol a 70% por
1 minuto, seguido de desinfec¢do com hipoclorito de sddio a 25% por 5 minutos, e enxaguadas
trés vezes com agua destilada autoclavada por 30 segundos. O sistema experimental foi mantido
a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, por 12 dias. Ao final, foram avaliados peso da massa
fresca total, comprimento da parte aérea e comprimento da raiz. O experimento foi executado
duas vezes, com 10 repetigdes por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia como nos ensaios anteriores, porém utilizou-se o teste de Tukey a 5 % de

probabilidade, para comparagao das médias.

Promocao de crescimento em casa de vegetacio

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo com sementes de alface ‘Vanda’,
utilizando todos os isolados de Trichoderma, exceto o CEN1070 que, como mencionado
anteriormente, foi excluido dos ensaios. Utilizaram-se vasos plasticos com capacidade de 300
mL, preenchidos com a mistura de solo preparado autoclavado (padrao da Embrapa) e substrato
Bioplant®, na propor¢ao de 2:1. As sementes passaram por tratamento prévio, sendo imersas em
etanol a 70% por 1 minuto, seguido de desinfec¢do com hipoclorito de sédio a 25% por 5
minutos, e enxaguadas trés vezes com agua destilada autoclavada por 30 segundos.

Para a obtencdo das suspensdes de Trichoderma spp., os isolados foram cultivados em
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meio BDA por sete dias a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas e, entdo, trés discos
(5 mm ©) de meio colonizados foram transferidos para frascos com arroz parboilizado (40 g)
previamente umedecido (60% v/v) e autoclavado (121 °C; 20 min). Em seguida, os frascos
foram mantidos em camara de crescimento a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias,
com agitacdo manual didria para favorecer a coloniza¢ao do substrato. As suspensdes de esporos
foram obtidas mediante adi¢do de 100mL de adgua destilada estéril a cada frasco e agitacao. A
parte liquida foi coletada e filtrada em gaze estéril, os conidios foram contados com o auxilio
de uma camara de Neubauer e, as suspensdes, ajustadas para a concentra¢do de 10’conidios/mL.
Aplicaram-se 10 mL da suspensdo contendo 10’conidios/mL, diretamente na cova de plantio
no momento da semeadura. O experimento foi conduzido com 19 tratamentos
(Trichoderma spp. + Testemunha sem Trichoderma) e seis repeti¢des. A unidade experimental
foi constituida de um vaso, contendo uma planta. As avalia¢des foram realizadas 21 dias apos
a instalacdo do experimento, determinando-se o comprimento de raiz e altura das plantas com
o auxilio de régua milimetrada. As plantas colhidas foram mantidas em estufa a 65 °C por 48
horas para determinagdo de massa seca, em balanca de precisdo. Os dados obtidos foram

submetidos a analise estatistica da mesma forma que nos experimentos anteriores.

Supressao da R. solani da alface com o uso de Trichoderma spp. em casa de vegetacio

Inicialmente, foi realizado um ensaio de pré-selegdo com todos os isolados listados na
Tabela 1, cujos resultados ndo foram considerados para a analise e o estudo prosseguiu com
duas execugdes com 10 isolados, a saber: CEN281, CEN287, CEN288, CEN1080, CEN1416,
CENI1651, CEN1656, CEN1659, CEN1685 e ESALQ-1306. Utilizaram-se sacos plasticos com
capacidade de 3.000 mL, preenchidos com mistura de solo preparado autoclavado (padrao da
Embrapa) e substrato Bioplant na propor¢do de 1:1. Foram plantadas duas mudas de alface do
tipo americana com 14 dias de idade. O pré-indculo foi obtido a partir do cultivo de R. solani
em substrato solido (arroz parboilizado). Para tanto, 200g de arroz foram depositados em frascos
Erlenmeyer, umedecidos com 4gua a razao de 60% (v/v) e autoclavados (121 °C por 20 min).
Ao arroz, foram adicionados trés discos (5 mm J) de BDA colonizado com o patogeno,
retirados de cultura com sete dias de idade. Os frascos foram mantidos a temperatura de 25 °C
e fotoperiodo de 12 horas, por sete dias. O arroz colonizado foi triturado e misturado ao solo de
plantio (2,5 g de indculo para 1 L de solo). Os sacos de plantio foram preenchidos com a mistura
de solo ja inoculado e irrigados 24 h antes do transplantio das mudas.

A obtencao das suspensdes de Trichoderma spp. foi realizada conforme o item anterior,
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adotando a mesma concentragio de 10’conidios/mL. O tratamento procedeu-se com a aplicagio
de 10 mL da suspensdo de conidios. Esse experimento contou com duas Testemunhas, uma
inoculada (cultivada em solo com patdgeno e sem aplicacao de suspensao de Trichoderma) e
outra ndo inoculada (cultivada em solo sem patdogeno e sem aplicagdo de Trichoderma). A
aplicacdo da suspensdo foi realizada rente ao colo das mudas no momento do transplantio e as
Testemunhas contaram com a aplicacdo de agua. O experimento contou com 12 tratamentos,
sendo 10 isolados e duas Testemunhas.

A severidade da doenga foi avaliada com o auxilio de escala de notas, adaptada de Dias
et al. (2013), como a seguir: 0 - planta sadia; 1- lesdo leve (lesdo em até 50% do colo); 2- lesao
avancada (lesdo acima de 50% colo ou pelo 2 a 3 folhas murchas); 3- murcha generalizada e 4-
morte da planta. O experimento foi conduzido com 12 tratamentos e 10 repeti¢des, e executado
duas vezes. Os dados obtidos foram comparados, utilizando modelo ndo paramétrico, pelo teste

U de Mann-Whitney (2010).
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RESULTADOS

Avaliacio do antagonismo de isolados de Trichoderma contra R. solani em culturas
pareadas

No experimento de cultivo pareado (Tabela 2), os isolados de Trichoderma alvos deste
estudo apresentaram valores médios de inibi¢ao do crescimento micelial de R. solani entre 40,84
% (isolado CEN1656) e 58,08% (isolado CEN1513). De acordo com a anélise de variancia dos
dados obtidos e aplicagdo do teste de comparagdo de médias (Scott-Knott (P<0,05), os isolados
CEN1653, CEN1700 e CEN1339, que apresentaram indices de inibigdo, respectivamente, de
57,33%; 57,02%; e 56,40% e, juntamente com o CEN1513, formaram o grupo com os maiores
indices médios de inibi¢cdo. Outros sete isolados, embora diferindo significativamente destes,
apresentaram bons indices de inibi¢dao, superiores a 50%. Sdo eles: CEN1651(54,57%),
CEN288 (54,53%), CEN1659 (53,37%), CEN287 (53,02%), CEN1075 (52,77%), CEN1070
(50,86%) e CEN1650 (50,17%), sendo que os dois tltimos (CEN1070 e CEN1650), também
diferiram significativamente dos cinco primeiros citados. O maior agrupamento de isolados foi
composto de 10 isolados, com indices de inibicdo entre 46,46% e 50,86 % (CEN1277 e
CEN1070, reespectivamente); neste grupo incluiu-se o isolado comercial ESALQ-1306, que
apresentou valor médio de inibi¢do de 47,48%. Finalmente, o isolado CEN1656 foi o que
apresentou o mais baixo indice de inibi¢ao, com valor médio de 40,84%.

Aos 12 dias pos-inoculagdo foi verificado o crescimento das colonias de Trichoderma
sobre o patogeno (Figura 3), informagdo esta que sugere a acdo micoparasitica de todos os
isolados, em maior ou menor grau. Os isolados CEN1242, CEN1656 ¢ CEN1416 colonizaram
cerca de 70% da superficie do meio, enquanto CEN1080 e CENI1070 exibiram timido
crescimento sobre o patdogeno; os demais isolados, colonizaram completamente o meio de

cultura, sobrepondo inteiramente as colonias do patogeno.

Tabela 2. Valores médios de indice de inibicao do crescimento micelial de Rhizoctonia
solani por isolados de Trichoderma, em culturas pareadas, aos quatro dias de cultivo.

Isolado Inibigao micelial (%)
CENI1513 (T. koningiopsis) 58,08 + 1,94 a*
CEN1653 (Trichoderma sp.) 5733+2,23a
CEN1700 (Trichoderma sp.) 57,02+2,87a
CEN1339 (Trichoderma sp.) 56,46 +£2,71a
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CEN1651(Trichoderma sp.)

54,57 +2,44b

CEN288 (Trichoderma sp.) 54,53 +4,03b
CEN1659 (Trichoderma sp.) 53,37+ 1,98b

CEN287 (T. afroharzianum) 53,02 + 2,08b
CEN1075 (Trichoderma sp.) 52,77+ 3,78b
CEN1070 (Trichoderma sp.) 50,86 £ 1,94¢
CEN1650 (Trichoderma sp.) 50,17 £ 1,52¢
CEN1080 (Trichoderma sp.) 49,80 + 3,44c
CEN1242 (T. azevedor) 49,68 + 1,17¢c

CEN281 (Trichoderma sp.) 48,24 + 1,55¢
CEN1241 (T. azevedor) 47,89 +1,73¢c
CEN1685 (Trichoderma sp.) 47,53 +£2,40c
ESALQ-1306 (T. harzianum) 47,48 +2,87¢c
CEN1416 (T. lentiforme) 47,2 £445¢
CENI1277 (T. asperelloides) 46,46 + 2,17c
CEN 1656 (Trichoderma sp.) 40,84 +£2,20d
CV (%) ** 4,96

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). **Coeficiente de Variagao (%).

A formagao de zonas/halos de inibicao proeminentes foi observada para alguns isolados,

como CEN1653, CEN1685, CEN288 e CEN1656. No entanto, para a maioria dos isolados nao

se observou esse fenomeno, devido a rdpida coloniza¢do sobre o micélio do patégeno.
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Figura 2: Culturas pareadas de isolados de Trichoderma spp. € Rhizoctonia solani aos quatro
dias de cultivo. A: CEN1685, B: CEN1242, C: CEN1070, D: CEN1080, E: CEN1339, F:
CEN1656, G: CEN1241, H: CEN1653, I. CEN287, J: CEN1700, K: CEN1651, L: CEN1513,
M: CEN281, N: CEN1075, O: CEN1416, P: ESALQ-1306, Q: CEN1650, R: CEN1659, S:
CEN1277, T: CEN288, U: Testemunha (R. solani).

Figura 3: Culturas pareadas de isolados de Trichoderma spp. € Rhizoctonia solani aos 12
dias de idade. A: CEN1685, B: CEN1242, C: CEN1070, D: CEN1080, E: CEN1339, F:
CEN1656, G: CEN1241, H: CEN1653,I: CEN287, J: CEN1700, K: CEN1651, L: CEN1513,
M: CEN281, N: CEN1075, O: CEN1416, P: ESALQ-1306, Q: CEN1650, R: CEN1659, S:
CEN1277, T: CEN288, U: Testemunha (R. solani).

Avaliagdo do efeito de compostos organicos volateis (COVs) produzidos por Trichoderma
spp. sobre o crescimento micelial de R. solani

Todos os isolados testados demonstraram ser produtores de COVs biologicamente ativos
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contra o patogeno, conforme mostra a Tabela 3. Os indices de inibicao do crescimento micelial
de R. solani foram elevados, variando entre 72,89% e 86,01%. Os isolados formaram trés
agrupamentos distintos. O grupo de maior indice de inibi¢do foi constituido por 15 dos 19
isolados, com valores médios de inibi¢ao acima de 79%. Entretanto, os valores de inibicao
obtidos aqui sdo excepcionalmente elevados, acima de 72%, na avaliagdo realizada aos trés dias

de cultivo.

Figura 4: Colonias de Rhizoctonia solani aos trés dias de idade, mantidas sob exposi¢do de
compostos organicos volateis de Trichoderma spp. A: CEN1653, B: CEN1080, C: CEN1075,
D: CEN1277, E: ESALQ-1306, F: CEN287, G: CEN1416, H: CEN288, I: CEN1242, J:
CEN1659, K: 1650, L: CEN1700, M: CEN281, N: CEN1339, O: CEN1513, P: CEN1685, Q:
CEN1656, R: CEN1651, S: CEN1241, T: Testemunha (R. solani).

Tabela 3. Valores médios dos indices de inibi¢cao do crescimento micelial de Rhizoctonia
solani mantidos sob exposi¢do aos compostos organicos volateis produzidos por

Trichoderma spp., no terceiro dia de cultivo.

Isolado Inibigao micelial (%)
ESALQ-1306 (T. harzianum) 86,01 +2,27 a*
CEN1277 (T. asperelloides) 85,86 1,06 a
CEN1080 (Trichoderma sp.) 85,33+2,69a
CENI1241 (T. azevedoi) 84,03+ 1,50 a
CEN287 (T. afroharzianum) 83,95+5,37a
CEN1651 (Trichoderma sp.) 83,90+1,93a
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CEN288 (Trichoderma sp.) 83,85+2,10a
CEN1070 (Trichoderma sp.) 82,96 +2,34a
CEN1685 (Trichoderma sp.) 82,67+0,72 a
CEN1659 (Trichoderma sp.) 82,47+1,20a
CEN1653 (Trichoderma sp.) 82,36 £ 1,91 a
CEN281 (Trichoderma sp.) 81,72+ 7,0 a
CENI1513 (7. koningiopsis) 80,89 £2,79 a
CEN1656 (Trichoderma sp.) 80,73 £ 1,68 a
CEN1242 (T. azevedoi) 79,36 +4,11 a
CEN1075 (Trichoderma sp.) 78,65 £ 3,06b
CEN1339 (Trichoderma sp.) 78,43 £3,99b
CEN1416 (T. lentiforme) 76,56 + 2,76¢
CEN1650 (Trichoderma sp.) 75,74 + 2,75¢
CEN1700 (Trichoderma sp.) 72,89 + 2,76¢
CV (%) ** 3,54

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05). **Coeficiente de Variagao (%).

Avaliacido do efeito de compostos organicos nao volateis (CONVSs) de Trichoderma spp.
sobre o crescimento micelial de R. solani

De acordo com a andlise estatistica realizada, os isolados distinguiram-se em 12 classes,
considerando-se os valores médios de indices de inibicdo, fato que evidencia a grande variagao
em termos dessa atividade biologica, entre os diferentes isolados (Figura 5). A inibi¢ao do
patogeno foi total com o isolado CEN1080. Dois isolados, CEN1339 e CEN1700, com indices
de inibicao de 81,40% e 80,36%, respectivamente, foram classificados no segundo grupo,
seguidos dos isolados CEN1513 com 69,08% e CEN1075 com 67,18%, que constituiram o
terceiro grupo. Vale mencionar também os isolados do grupo 4: ESALQ-1306, CEN1685,
CEN1277, CENI1656, CEN1650 ¢ CEN1659, cujos valores médios de inibicdo, em ordem
decrescente, ficaram entre 64,42% e 51,24%. Os oito isolados restantes apresentaram valores
médios inferiores a 50%). Os indices de inibicdo mais baixos foram os observados com os

isolados CEN1242 (31,56%), CEN287 (25,28%), CEN288 (12.46%) e CEN281 (11,04%).
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Tabela 4. Valores médios de indices de Inibicdo do crescimento micelial de Rhizoctonia
solani em meio suplementado com filtrados de cultura de isolados de Trichoderma, aos trés

dias de cultivo.

Isolado

Inibi¢ao micelial (%)

CEN1080 (Trichoderma sp.)
CEN1339 (Trichoderma sp.)
CEN1700 (Trichoderma sp.)
CEN1513 (T. koningiopsis)
CEN1075 (Trichoderma sp.)
ESALQ-1306 (T. harzianum)
CEN1685 (Trichoderma sp.)
CEN1277 (T. asperelloides)
CEN1656 (Trichoderma sp.)
CEN1650 (Trichoderma sp.)
CEN1659 (Trichoderma sp.)
CEN1416 (T. lentiforme)
CEN1653 (Trichoderma sp.)
CEN1651 (Trichoderma sp.)
CEN1241 (T. azevedoi)

CEN1242 (T. azevedor)
CEN287 (T. afroharzianum)

CEN288 (Trichoderma sp.)
CEN281 (Trichoderma sp.)

100,00 + 0 a*
81,4+2,97b
80,36 + 0,94 b
69,08 + 1,68 ¢
67,18 2,89 ¢
64,42 +5,63 d
64,24 £2,11 d
5752+4,03 ¢
56,32 +£5,08 ¢
51,88 + 4,00 f
5124+1,96f
4536+221 g
40,92 +3,67h
38,58 3,90 h
37,72+ 1,92 h
31,56 £ 1,07 ]
25,28 £ 6,63 j
12,46 + 4,46 k
11,04+ 6,911

CV (%) **

6,70

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05) **Coeficiente de Variacao (%).
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Figura 5: Culturas de Rhizoctonia solani crescidas por quatro dias em meio suplementado
com filtrados de cultura de Trichoderma spp. A: CEN1685, B: CEN1080, C: CEN1277, D:
CEN1339, E: CEN1653, F: CENI1513, G: CEN1659, H: CEN1075, I: CEN1242, J:
CEN1416, K: CENI1656 L: CEN1650, M: CEN288, N: CEN287, O: CENI1651, P:
CEN1700, Q: ESALQ - 1306, R: CEN281, S: CEN1241, T: Testemunha (R. solani).

Avaliacao do efeito de tratamento térmico dos filtrados de cultura de Trichoderma sobre
a inibicao do crescimento de R. solani

Para a realizacdo deste experimento, foram selecionados sete isolados que apresentaram
as maiores taxas de inibicdo no ensaio com extratos brutos. Todos os isolados utilizados
(CEN1080, CEN1513, CEN1685, CEN1700, CEN1277 e ESALQ-1306) apresentaram algum
grau de inibi¢do, conforme demonstrado na Tabela 5. Esses resultados indicam que a elevacao
da temperatura interfere no efeito dos filtrados. A andlise estatistica evidenciou a separa¢ao
entre os isolados, de acordo com os valores médios do indice de inibi¢ao obtidos. O valor mais
elevado do indice de inibicdo foi alcangado com o isolado CEN1080 (78,33%). A este,
seguiram-se os isolados CEN1513 e CEN1685 com valores médios de 43,47% e 39,58%,
respectivamente. Os isolados CEN1700 e CEN1277 apresentaram valores de 23,47% e 22,78%,
respectivamente e, por fim, o isolado comercial ESALQ-1306 apresentou a menor indice de

inibi¢do (3,05%.).
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Tabela 5. Efeito de filtrado autoclavado de culturas de Trichoderma spp. sobre o crescimento

micelial de R. solani, aos quatro dias de cultivo.

Isolado Inibicao micelial (%)
CEN1080 (Trichoderma sp.) | 78,33 £ 1,70 a*
CEN1513 (T. koningiopsis) 43,47 +558Db
CEN1685 (Trichoderma sp.) 39,58 £1,23 b
CEN1700 (Trichoderma sp.) 23,47+2,50 ¢
CENI1277 (T. asperelloides) 22,78 +3,71 ¢
ESALQ-1306 (T. harzianum) 3,05+3,55d
CV(%)** | 17,15

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05). **Coeficiente de Variagao (%).

Figura 6: Colonias de Rhizoctonia solani aos quatro dias de idade, cultivadas em meio
suplementado com filtrados autoclavados de culturas de Trichoderma spp. A: CEN1080, B:
CENI1277, C: CEN1513, D: CEN1685, E: CEN1700, F: ESALQ-1306 e G: Testemunha (R.
solani).
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Figura 7: Colonias de Rhizoctonia solani aos sete dias de idade, cultivadas em meio
suplementado com filtrados de cultura autoclavados de Trichoderma spp. A: CEN1080, B:
CEN1277, C: CENI1513, D: CEN1685, E: CEN1700, F: ESALQ-1306, G: Testemunha (R.
solani).

Promocao de crescimento de plantas de alface, cultivadas em meio Murashige e Skoog,
mediada por COVs produzidos por Trichoderma

Os dois isolados de Trichoderma testados, CEN1277 (T. asperelloides) e CEN1685
(Trichoderma sp.), ndo diferiram entre si e apresentaram diferencas significativas em relagao
a Testemunha, quanto ao comprimento de raiz e peso fresco, conforme a Tabela 6. Quanto ao
comprimento de parte aérea, o isolado CEN1277 nao diferiu da Testemunha.

Além disso, visualmente as raizes das plantas de alface submetidas a exposi¢do de
compostos volateis apresentaram vigor, demonstrado pela maior quantidade de raizes

secundarias.

Tabela 6. Efeito de compostos organicos volateis (COVs) de Trichoderma em alface, aos 12

dias de cultivo em meio Murashige e Skoog.

Raiz Parte aérea Peso fresco
Tratamento
cm G
CEN1685 (Trichoderma sp.) 5,86+ 1,42a" 5,38 +0,60 a 0,278 £0,09 a
CEN1277 (T. asperelloides) 542+ 1,44 a 464+123b 0,260+ 0,01 a
Testemunha 436+141Db 443 +0,64b 0,204 +£0,01b
CV (%)™ 19,93 18,71 20,6

*Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem entre si, segundo teste de Tukey (P<0,05). **Coeficiente de Variagao (%).
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Figura 8: Plantas de alface aos 12 dias de idade cultivadas em atmosfera compartilhada com
isolados de Trichoderma spp. A: sistema com o isolado CEN1277; B: sistema com o tratamento
controle, C: sistema com o isolado CEN1685, D: a esquerda, plantas de alface submetidas a
atmosfera compartilhada com o isolado CEN1685 e a direita, plantas de alface do tratamento
Testemunha; E: a esquerda, plantas de alface submetidas a atmosfera compartilhada com o
isolado CEN1277 e a direita, plantas de alface do tratamento Testemunha.

Promocio de crescimento de plantas de alface por isolados de Trichoderma, em casa de
vegetacio

De acordo com as andlises estatisticas dos dados obtidos no experimento conduzido em
casa de vegetacao (Tabela 7), houve a formagao de agrupamentos dos isolados com relagdo as
trés caracteristicas avaliadas: comprimento de raiz (cm), comprimento de parte aérea (cm) e
peso seco (g).

Quanto ao comprimento de raiz, nove isolados alocaram-se no grupo de isolados que
atingiram os valores médios mais elevados, a saber: ESALQ-1306, CEN1659, CEN1685,
CEN1242, CEN287, CEN1277, CEN1241, CEN1700 ¢ CENI1416. Os demais isolados se
agruparam com o tratamento Testemunha. Para altura de plantas, os isolados ESALQ-1306

juntamente com o isolado CEN1277 foram os representantes do grupo de maiores médias,
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enquanto oito isolados agruparam-se de médias intermediario (CEN1659, CEN1685, CEN1242,
CEN287, CEN1241, CEN1700 e CEN1416) e nove isolados alocaram-se no grupo de valores
médios mais baixos, juntamente com o tratamento Testemunha (CEN1339, CENI1651,
CEN1075, CEN1656, CEN1513, CEN1653, CEN288, CEN1650 e CEN1080).

Ja com relacdo a massa seca, 11 isolados apresentaram valores médios superiores ao
tratamento Testemunha, sdo eles: ESALQ-1306, CEN1659, CEN1685, CEN1242, CEN287,
CEN1277,CEN1241, CEN1700, CEN1416, CEN1339 ¢ CEN 1651). Os demais (oito isolados)

agrupam-se juntamente a Testemunha.

Tabela 7. Promocgao de crescimento de plantas de alface tratadas com Trichoderma, em casa de

vegetacdo, aos 21 dias.

Comprimentode  Comprimento de parte

) ) Massa seca
Tratamento ralz acted
Cm (2
ESALQ-1306 | 8,70 £ 2,41 a* 10,10+ 2,44 a 0,125+0,018 a
CEN1659 8,60+ 2,38 a 8,70+£2,41b 0,214+ 0,013 a
CEN1685 8,50+2,41a 8,60+2,53b 0,112+0,019a
CEN1242 8,10£2,23 a 7,90 +247b 0,103 +£0,032 a
CEN287 7,80+ 1,09 a 7,90+ 197b 0,099 + 0,025 a
CEN1277 7,70 + 1,58 a 11,66 +1,78 a 0,153 +£0,030 a
CEN1241 7,40+ 3,47 a 6,80+2.29b 0,098 + 0,020 a
CEN1700 7,10 +2,06 a 7,90 +2,12 b 0,103+0,019a
CEN1416 7,00+ 2,19 a 7,40£2,16 b 0,086 £0,20 a
CEN1339 6,02 £2,72b 6,30 +2,86 ¢ 0,082+0,015a
CEN1651 6,00+ 2,12 b 5,10£2,93 ¢ 0,092 +£0,033 a
CEN281 5,50+1,41b 7,10 £1,78 b 0,044 +£ 0,020 b
CEN1075 5,00+1,35b 4,60+ 1,87 c 0,049 £0,021 b
Testemunha 490+221b 6,00 +3,38 ¢ 0,067 +£0,013b
CEN1656 4,10+ 1,06 b 430+£2,12¢ 0,043 £0,028 b
CEN1513 4,00£2,01b 3,60+ 1,67 ¢ 0,047 £0,023 b
CEN1653 3,70+ 1,96 b 429+201c¢ 0,038 £0,021 b
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CEN288 330+ 2,17b 40+1,82¢ 0,035+0,02b

CEN1650 320221 b 3,50+ 2,03 ¢ 0,016 % 0,026 b
CEN1080 320+ 127b 4,07+ 1,09 ¢ 0,036 + 0,007 b
CV (%) ** 33,73 3631 2819

*Valores seguidos pelas mesmas letras nas colunas nao diferem entre si, segundo teste de Scott-Knott (P<0,05) **Coeficiente de Variagao (%).

Figura 9: Plantulas de alface tratadas com Trichoderma aos 21 dias. A: a esquerda, plantulas
do tratamento ESALQ-1306; a direita, plantas Testemunha. B: a esquerda, plantulas tratadas
com o isolado CEN288; a direita, plantas Testemunha. C: a esquerda, plantulas tratadas com o
isolado CEN1277; a direita, plantas Testemunha. D: a esquerda, plantulas tratadas com o isolado

CEN1651; a direita, plantas Testemunha.

Supressao da R. solani da alface com o uso de Trichoderma spp. em casa de vegetacio

Os resultados obtidos neste experimento apontaram para uma menor severidade da
doenca nas plantas inoculadas com o patdégeno, quando tratadas com 7richoderma, em
comparagdo com aquelas ndo tratadas com 77ichoderma (Testemunha inoculada). Assim, em
um dos agrupamentos (grupo 1) alocou-se apenas o tratamento Testemunha nao inoculado, ou
seja, plantas cultivadas sem patogeno e sem aplicacdo de Trichoderma; as plantas, sem a
presenca de sintomas ou plantas mortas, foi atribuida a notas 0 da escala. Em outro
agrupamento, Grupo 2, alocaram-se os isolados ESALQ-1306, CEN288, CEN1651, CEN1080,
CEN1685 e CEN1659. O Grupo 3 foi composto pelos isolados CEN281, CEN287 e CEN1656.
Por fim, formou-se outro grupo (grupo 4), com o controle inoculado (plantas cultivadas em
solo com presenga do patogeno e sem aplicacdo de Trichoderma), no qual todas as plantas

apresentando sintomas ou morte.
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Ao observar a Figura 10, verifica-se que ndao ocorreram plantas mortas ou com sintomas
na Testemunha ndo inoculada com o patégeno e o maior percentual (50%) de plantas mortas foi
verificado com a Testemunha inoculada. Infere-se que os tratamentos ESALQ-1306, CEN28S8,
CEN281, CEN1651 foram os tratamentos que apresentaram maior percentual de plantas sem
sintomas (20%) sendo que, com o primeiro (ESALQ-1306) ndo se observou mortalidade de
plantas. Também ndo se verificou mortalidade de plantas com o isolado CEN1080; este
apresentou 10% das plantas sem sintomas e¢ 70% com a nota 1. Com o isolado CEN281,
entretanto, apesar dessa percentagem de plantas sem sintomas relativamente elevada, verificou-
se esse mesmo indice em termos de plantas mortas. Ja o isolado CEN1416, com o qual ndo se
verificaram plantas assintomadticas, 60% das plantas receberam a nota 1 da escala utilizada e

ndo foi observada a ocorréncia de plantas mortas.
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Figura 10: Percentual de ocorréncia das notas de severidade da doenca em plantas inoculadas com
R. solani e tratadas com diferentes isolados de Trichoderma spp., analisado pelo teste U de Mann-
Whitney. O controle ndo inoculado corresponde a plantas cultivadas em solo isento do patégeno e
sem aplicagdo de Trichoderma. O controle inoculado corresponde a plantas cultivadas em solo

contendo o patdégeno e sem aplicagdo de Trichoderma.
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Figura 11: Plantas de alface sete dias apos inoculagdo. A: planta sadia, nota 0, B: lesdo leve,
nota 1, C: lesdo avancada, nota 2, D: Planta com murcha generalizada, nota 3, E: Planta morta,

nota 4.

53



DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se a eficiéncia de 20 isolados de Trichoderma quanto ao
potencial para suprimir o patdogeno R. solani e promover o crescimento de plantas de alface.
Para avaliar o potencial de inibi¢do do crescimento micelial dos isolados testados, utilizaram-
se quatro metodologias diferentes: pareamento de culturas, producao de COVs, producao de
CONVs e termoestabilidade dos CONV's presentes nos filtrados de cultura de Trichoderma spp.
Nos estudos in vivo, as metodologias utilizadas em casa de vegetagao foram: ensaio de supressao
da doenga e promog¢do de crescimento da alface. Também se verificou a promocao de
crescimento de alface cultivadas em meio Murashige e Skoog, mediada por COVs produzidos
por Trichoderma.

No pareamento de culturas todos os isolados testados foram capazes de inibir o
crescimento micelial do patégeno em pelo menos 40,84%. Postula-se que a eficiéncia observada
nos resultados obtidos neste estudo deve-se a acdo de diferentes mecanismos utilizados pelo
fungo antagonista como antibiose, micoparasitismo e competi¢cdo por espago e nutrientes. O
crescimento das colonias do patégeno foi paralisado a partir do encontro com a colénia do
antagonista e a maioria dos isolados de Trichoderma testados continuaram crescendo e
esporulando sobre a colonia do patdégeno. Esse comportamento de crescimento sobre o patogeno
pode estar associado a0 mecanismo de micoparasitismo, ou seja, capacidade do antagonista de
parasitar o patégeno (Mukherjee et al., 2022). Ja a interrup¢do do crescimento micelial do
patogeno pode estar relacionada ainda a outro mecanismo, a antibiose, exercida por compostos
organicos antimicrobianos liberados pelo antagonista (Sood et al., 2020). Neste quesito, vale
destacar a produgdo de CONVs termoestaveis, apresentada pelo isolado CEN1080.

O micoparasitismo observado, caracterizado pelo crescimento e esporulacdo de
Trichoderma sobre R. solani, reflete um processo sequencial de reconhecimento molecular e
atividade enzimatica (Alfiky; Weisskopf, 2021). A detec¢do de componentes da parede celular
do patogeno, como quitina e B-glucanos, desencadeia o crescimento direcionado do antagonista
e a secrecdo de enzimas degradadoras, culminando na penetracdao celular (Monte, Bettiol e
Hermosa, 2019; Dutta et al., 2023). Esses eventos podem ser acompanhados com o uso da
microscopia eletronica de varredura (MEV). Essa técnica j4 foi utilizada por outros membros da
equipe do laboratdrio, a exemplo, dos estudos com 34 isolados da Colegdo em questdo, entre os
quais, CEN281 e CEN287, conduzidos por Montalvao et al. (2023). Nesse estudo, os autores
confirmaram os trés modos de agdo hiperparasitica utilizados por  Trichoderma:
enrolamento, deformagdo e penetracdo do antagonista nas hifas do patogeno. Entretanto, a

interacdo 7richoderma x patdgenos habitantes de solo ¢ varidvel com a espécie/isolado do
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agente de controle bioldgico e também com o fungo fitopatogénico, fato constatado no presente
trabalho.

Ja o processo de antibiose esté relacionado a acao de compostos que possuem atividade
toxica contra outros microrganismos. Esses compostos sdo comumente caracterizados pelo
baixo peso molecular e sua influéncia pode ser observada quando ha paralisacdo do crescimento
do patégeno e a formagdo do halo de inibicdo, conforme observado, neste trabalho, com os
isolados CEN1653, CEN1685, CEN288 ¢ CEN1656, como também, relatado por outros autores
(Harman et al. 2004; Sood et al., 2020), em estudos realizados com diferentes espécies/isolados
de Trichoderma. Portanto, para a efetivacdo desse mecanismo, nao ¢ necessario o contato direto
com o patdgeno, pois tais metabdlitos atuam a distancia, agindo em sinergismo ou nao com
outros mecanismos utilizados pelo agente de biocontrole (Barakat et al., 2014).

Com relacdo ao antagonismo contra R. solani, Chao e Zhuang (2019) avaliaram 25
isolados de Trichoderma e obtiveram, em parecamento de culturas, indices de inibigao de 60% a
82%, portanto, superiores aos encontrados no presente trabalho. Experimento semelhante foi
conduzido por Natsiopoulos et al. (2022) no pareamento de Trichoderma com R. solani e
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Os autores tomaram as medidas do didmetro das
coldnias nos periodos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de crescimento simultaneo. O crescimento
De acordo com esses autores, Rhizoctonia solani mostrou diferenca de crescimento micelial
estatisticamente significativa, em relacdo a testemunha, desde a primeira avaliagdo (24h),
enquanto para F. oxysporum f. sp. Lycopersici, a diferenca no crescimento micelial se mostrou
significativa apds 96 h, evidenciando, mais uma vez, que diferentes patdogenos reagem
diferentemente a presenga do antagonista. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram
dados de Montalvao et al. (2023) obtidos com os isolados CEN281, CEN287, CEN28S,
CEN1070, CEN1075 e CEN1080 frente aos patdgenos S. sclerotiorum e S. rolfsii.

Outro importante mecanismo envolvido na agdo de Trichoderma spp. que pode explicar
os resultados obtidos € a competicdo, ocorrendo principalmente pela disputa por espaco e
nutrientes. Esse fungo apresenta rapido crescimento micelial e elevada eficiéncia na absorc¢ao
de compostos essenciais, o que lhe permite colonizar o ambiente antes do estabelecimento do
patogeno (Sood et al., 2020). Dessa forma, o antagonista limita a disponibilidade de recursos
necessarios ao desenvolvimento do patégeno, reduzindo o crescimento e capacidade de infeccao
mesmo antes do contato direto entre as colonias. A colonizagdo antecipada do substrato e a
utilizagdo preferencial de nutrientes como carbono e nitrogénio conferem ao 7richoderma uma
vantagem competitiva significativa, reforcando sua eficiéncia como agente de biocontrole
(Rajput et al.,, 2014). Esse mecanismo atua de forma complementar a antibiose e ao

micoparasitismo, contribuindo para o efeito inibitério observado no confronto entre os
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microrganismos (Benitez et al., 2004).

Estudos conduzidos por outros autores (Hewedy Abdel-Lateif e Bakr, 2020; Rai et al.,
2016), avaliando o potencial de isolados de Trichoderma contra diferentes fungos de solo
evidenciaram que o desempenho dos isolados pode variar significativamente, refletindo
diferengas em mecanismos como micoparasitismo, antibiose e competicdo por nutrientes e
espaco. Isso demonstra que a variacdo genética existente dentro do género Trichoderma esta
intimamente relacionada a resposta antagonista observada contra os diferentes fitopatogenos,
refor¢ando a importancia da sele¢cao de isolados mais adaptados e eficientes para programas de
controle bioldgico (Hewedy, Abdel-Lateif e Bakr, 2020). Frente a essas constatagdes e
considerando os resultados aqui obtidos, a variagao de resposta entre isolados pode ser esperada,
provavelmente refletindo a influéncia conjunta de multiplos fatores intrinsecos a cada isolado,
incluindo caracteristicas genéticas e diferengas nos mecanismos de biocontrole.

A eficiéncia dos isolados testados corrobora os achados de Silva et al. (2025), ao
avaliarem parte desta colecdo (como CEN1513, CEN1339 e CEN288) contra S. sclerotiorum,
S. rolfsii e Fusarium spp. O isolado CEN1513 confirmou-se como o de maior potencial e de
mais amplo espectro, mantendo altas taxas de inibicao nesses estudos. J4 o isolado CEN1339
apresentou comportamento variavel, sendo altamente eficiente contra R. solani e S.
sclerotiorum, mas pouco responsivo frente a Fusarium spp. Essa oscilagdo de desempenho entre
os isolados reforca a premissa de que a atividade antagonica de Trichoderma ¢ influenciada pela
especificidade da interacdo com o fitopatdégeno alvo.

Ja no experimento com compostos organicos volateis, todos os isolados avaliados
demonstraram bom indice de inibicdo micelial do patdégeno. As porcentagens de inibi¢ao
variaram entre 72,89% ¢ 86,01% e os resultados foram consistentes nas duas execucdes do
experimento. Esses dados reforcam a ideia de que antibiose ¢ um mecanismo com importante
papel no controle biologico, principalmente pela agdo a distancia, ndo requerendo o contato
fisico entre microrganismos. A composicao quimica desses compostos produzidos por espécies
de Trichoderma ¢ um tema que deve ser cada vez mais explorado ndo s6 para embasar o uso
desses agentes de biocontrole, mas também para possibilitar a descoberta de novos produtos
que possam ser desenvolvidos em formulagdes a partir desses metabdlitos. Estudos conduzidos
por diferentes autores mostram grande variacdo nos perfis quimicos de compostos organicos
liberados por Trichoderma (Lee et al., 2016; Silva et al., 2021). Essas variacdes estdo
relacionadas a espécie, isolado, substrato de cultivo e até mesmo a presenga de outros
microrganismos no mesmo ambiente (Guo et al., 2019). Entretanto, alguns compostos sao
comumentemente relatados, como hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, aromaticos, terpenos e

pironas.
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No presente estudo, o isolados CEN1241 (7. azevedoi) apresentou uma das maiores
médias de inibicdo do crescimento micelial de R. solani in vitro. Em estudo anteriormente
conduzido por Silva et al. (2021), a partir de cultivo desse mesmo isolados de Trichoderma em
atmosfera compartilhada com Sclerotinia sclerotiorum, revelaram a emissao de 33 COVs
distribuidos em cinco grupos quimicos, sendo eles alcoois, ésteres, cetonas, compostos
aromaticos, aldeidos e sesquiterpenos. Plantas de alface inoculadas com S. sclerotiorum apds a
exposicao a esses volateis foram menos afetadas pelo patégeno do que aquelas plantas
inoculadas com o patogeno nao exposto aos COVs. Dessa forma, os elevados indices de inibi¢ao
observados no presente estudo podem estar relacionados a producao e a agdo sinérgica desses
COVs, reforcando o potencial antagonista do isolado CEN1241 no controle do patégeno.

Joo e Hussein (2022) também avaliaram a capacidade de inibi¢do de crescimento
micelial de fungos fitopatogénicos (Alternaria panax, Botrytis cinerea, Cylindrocarpon
destructans, F. oxysporum, S. nivalis e S. sclerotiorum) mediada por COVs de Trichoderma sob
atmosfera compartilhada. Diferentemente da metodologia aqui utilizada, os autores
estabeleceram o sistema de atmosfera compartilhada 24h depois da colocacdo do antagonista
sobre o meio se cultura, enquanto os patdégenos foram incorporados ao sistema trés dias apos.
Apesar da diferenca na execucdo, os resultados dos autores corroboram os do presente estudo,
pois em ambos os casos, houve significativa capacidade de inibicdo micelial dos patdégenos.

Em estudo similar, You et al. (2022) avaliaram a acdo de compostos volateis de T.
koningiopsis contra B. cinerea ¢ F. oxysporum, utilizando colonias de Trichoderma com dois
dias de idade, e observaram 73,78% e 43,68% de inibi¢do, respectivamente, para B. cinerea e
F. oxysporum. Estudos complementares realizados pelos autores mostraram que compostos
volateis emitidos pelo antagonista podem retardar a germinacdo de conidios dos patdgenos e
suprimiram o alongamento do tubo germinativo. De forma comparativa, os resultados obtidos
pelos autores sdo consistentes com os observados no presente estudo, no qual o isolado
CENI1513, pertencente a mesma espécie, apresentou elevada taxa de inibi¢dao (80,89%),
sugerindo que compostos volateis produzidos por 7. koningiopsis desempenham papel relevante
na atividade antagonista.

Quanto ao experimento com filtrados de culturas, observou-se que todos os isolados de
Trichoderma testados demonstraram ser produtores de CONVs. Destacaram-se os isolados
CEN1080 com 100% de inibicdo, seguido dos isolados CEN1339 ¢ CEN1700 com taxas de
inibicao superiores a 80%, indicando forte atividade antagdnica. Em contrapartida, os isolados
CEN288 e CEN281 apresentaram os menores indices de inibi¢do, com valores abaixo de 13%,
sugerindo pouca atividade biologica dos CONVs destes isolados sob as condi¢des testadas.

Os CONVs produzidos por fungos do género Trichoderma podem apresentar agdo
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inibitdria especifica para determinado patéogeno, ou ter amplo espectro de agdo, inibindo o
crescimento micelial de diferentes fungos fitopatogénicos. Um exemplo de isolado com amplo
espectro de acdo € o CEN1242 (T. azevedoi). Este isolado inibiu fortemente o desenvolvimento
de coldnias de R. solani no presente estudo; também, em trabalho realizado por Marques et al.
(2018) esse isolado mostrou capacidade de inibir S. sclerotiorum e Cylindrocladium sp.

Neste trabalho, onze entre os 19 isolados testados quando a produgdao de CONVs
exibiram inibi¢do de crescimento micelial de R. solani superior a 50%, e também mostraram bons
resultados nos experimentos de pareamento de cultura e inibigdo por COVs. Outros isolados
apresentaram baixo desempenho neste experimento, mas apresentaram bons resultados de
inibicao nos experimentos de pareamento de culturas e de compostos volateis, como € o caso dos
isolados CEN281 (T. afroharzianum), CEN287 (T. rifaii) e CEN288 (Trichoderma sp.).

Em experimentos similares, Isaias et al. (2014) verificaram a eficiéncia de isolados de
Trichoderma quanto ao potencial de inibigao de crescimento de S. rolfsii e Verticillium dahliae,
em pareamento de culturas. Os autores também relataram a inibi¢do do desenvolvimento de
colonias desses patogenos por alguns dos isolados testados, em experimento com COVs.
Entretanto, ndo se alcangou bom resultado em experimentos com filtrados, concordando com
os dados obtidos neste trabalho. Ben M'Henni et al. (2022) observaram inibicao diferencial do
crescimento micelial de espécies de Pythium e de Phytophthora por isolados de Trichoderma,
utilizando as mesmas metodologias aqui adotadas. Esses resultados obtidos por diferentes
autores indicam que os isolados do agente de biocontrole respondem de maneira distinta aos
mecanismos de a¢do, reforcando a necessidade do emprego de uma combinagdo de métodos
para a selecdo de fungos antagonistas.

Os dados aqui obtidos corroboram achados de Imran et al. (2023) que, também utilizando
R. solani, relataram inibicdo do crescimento micelial do patdogeno por 7. harzianum, T.
longibrachiatum e T. atroviride em condi¢des controladas. Ruangwong et al. (2021) avaliaram
sob microscopia eletronica de varredura a influéncia de filtrados de 7. koningiopsis sobre
micélio de C. gloeosporioides. Segundo os autores, a exposi¢ao causou alteracdes morfologicas
nas hifas, que apresentaram formas anormais e distorcidas, e atribuiram esses efeitos as
enzimas degradadoras da parede celular encontradas nos filtrados de cultura. A luz desses
resultados, a inibicdo de 69,08% observada para os filtrados do isolado CEN1513, pertencente
a mesma espécie, indica que esse isolado pode compartilhar mecanismos de a¢do semelhantes,
possivelmente relacionados a producao de enzimas hidroliticas. Todavia, a confirmagdo da
presenca e do papel dessas enzimas requer analises bioquimicas especificas.

Sabe-se que os estudos acerca do emprego de filtrados de culturas como bioinsumos ¢é

um tema emergente, desse modo, os estudos realizados in vitro caracteriza-se como uma etapa
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fundamental. No entanto, bioensaios utilizando plantas de alface sdo necessarios para facilitar
o entendimento e avaliar a aplicabilidade pratica desse tipo de tecnologia. Nesse sentido,
buscando compreender a influéncia da aplicagdo de filtrados de cultura em plantas, Imran et al.
(2023) constataram que a aplicagdo do filtrado de cultura proporcionou supressao de A. solani,
resultado que reforca o potencial de uso dos filtrados de cultura de Trichoderma como
bioinsumos. Outro aspecto importante sobre a aplicabilidade dos filtrados de culturas as
formulacdes esta relacionado a instabilidade dos metabolitos. Neste experimento alguns
isolados apresentaram resultados discrepantes nas trés execucoes. Essa discrepancia pode ser
ocasionada por se tratar de organismos vivos e sensiveis, logo, quaisquer mudangas externas
durante o processo utilizado na produgdo podera afetar a estabilidade dos compostos produzidos
(Jayalakshmi et al., 2021).

Em relagdo ao experimento com filtrados autoclavados, os diferentes isolados de
Trichoderma exerceram efeito inibitorio mesmo submetidos a altas temperaturas, embora com
variagdes expressivas entre os tratamentos. O isolado CEN1080 apresentou inibi¢dao acima de
78%, demonstrando alta estabilidade térmica de seus compostos ativos. Os isolados CEN1513,
CEN1685 ¢ CEN1339 também apresentaram inibi¢cdo, com indices de 43,47%, 39,58% e
35,27%, respectivamente, o que reforca a possibilidade de que os metabdlitos responsaveis pela
atividade antagdnica sejam termoestaveis. Em contraste, os filtrados dos isolados CEN1700 e
CENI1277, resultaram em inibicdo proxima a 20% e, no caso do ESALQ-1306 foi de apenas
3,05%, indicando menor produgdo ou menor resisténcia térmica dos compostos bioativos
gerados. Esses dados sao reflexos de variagdes no perfil metabolico dos isolados e reforcam o
potencial de uso de filtrados termoestaveis no controle bioldgico de patdégenos de solo.

O estudo acerca da termoestabilidade dos compostos bioativos produzidos por
Trichoderma, podem contribuir para a compreensao da dindmica dos mesmos em
agroecossistemas, uma vez que estdo sujeitos a altas temperaturas no solo e insolagdo (Vinale
et al., 2008). A verificacdo da termoestabilidade de compostos bioativos com potencial
antifingico ¢ uma importante ferramenta que pode contribuir para o desenvolvimento industrial
de bioinsumos. A estabilidade dessas moléculas bioativas, quando submetidas a altas
temperaturas torna-as atrativas, pois o processo de industrializacdo pode envolver etapas
diretamente associadas a altas temperaturas (Lyubenova et al., 2023; Martinez et al., 2023).
Além disso, a identificacdo de isolados capazes de produzir metabolitos termoestaveis ¢
particularmente relevante para o desenvolvimento de bioinsumos adaptados a regides tropicais,
onde as temperaturas elevadas do solo podem comprometer a viabilidade e a eficiéncia dos
bioativos, o que refor¢a a contribui¢ao dos resultados encontrados neste trabalho (Guimaraes et

al., 2016).
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Outro ponto positivo relacionado a termoestabilidade desses metabolitos secundarios de
Trichoderma estd na possibilidade de prolongamento da vida de prateleira, transporte e
armazenamento dos produtos biologicos, pois diz respeito a variagdes de temperaturas a que sao
submetidos. Ademais, além de apresentar um bom desempenho contra patoégenos ou promotor
de crescimento vegetal o microrganismo utilizado como bioinsumo deve ainda apresentar
caracteristicas que viabilizem a produgdo e aplicagdo em larga escala (Kumar, Thakur e Rani,
2014). Nesse quesito, o isolado CENI1080 apresenta-se como um bom canditado para
formulacao de biofungicida, por manter indice de inibicao de crescimento micelial elevado
(78,33%), mesmo apds autoclavagem.

Resultados como os encontrados sugerem que a manutencao da atividade bioldgica apds
exposicao a altas temperaturas pode estar relacionada a caracteristicas intrinsecas dos isolados,
no que se refere aos mecanismos associados a tolerancia térmica e a composi¢ao dos metabolitos
produzidos. Relatos de Poosapati et al. (2014) reforcam esse pressuposto ao constatarem que a
capacidade germinativa de conidios de alguns isolados mantiveram a germinabilidade e a
morfologia caracteristica da colonia apds submissao a altas temperaturas. Com base em estudos
complementares, os autores atribuiram essa capacidade a maior produgdo de protetores de
estresse, como trealose, manose e rafinose, detectados nas amostras de fungos sob condic¢des de
estresse térmico, hipotese posteriormente refor¢ada por Poosapati et al. (2021).

Embora a composic¢do quimica dos CONVs nao tenha sido objeto de estudo do presente
trabalho, o conhecimento desses metabodlitos € fundamental para a melhor compreensdo das
interacdes observadas. Nesse sentido, Stracquadanio et al. (2020) avaliaram a composi¢ao
quimica de compostos nao volateis produzidos por 7. asperellum e T. atroviride com 10 e 30
dias de cultivo em meio liquido. Os autores relataram a presenga de 12 moléculas ja descritas
na literatura e observaram que a maioria dos compostos reconhecidos por atividade
antimicrobiana foi detectada nos extratos obtidos aos 30 dias. Esses resultados reforgam a
hipotese de que o tempo de fermentacao pode influenciar a diversidade de compostos produzidos
e, consequentemente, o potencial de biocontrole observado.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que alguns isolados de Trichoderma
produzem compostos bioativos capazes de manter sua acdo antagénica mesmo apds a
autoclavagem, evidenciando a termoestabilidade desses compostos. Essa caracteristica amplia
as possibilidades de aplicacdo desses microrganismos no controle de R. solani, especialmente
por favorecer o desenvolvimento de bioinsumos mais estaveis e adequados a condi¢des de
campo.

Quanto ao experimento promog¢ao de crescimento de plantas de alface cultivadas em

meio Murashige e Skoog, os resultados demonstraram que a exposicao de plantulas de alface
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aos compostos organicos volateis emitidos pelos isolados 7. asperelloides CEN1277 ¢ T. sp.
CEN1685 apresentaram resultados positivos quanto ao desenvolvimento de plantulas. O cultivo
em atmosfera compartilhada proporcionou aumento significativo no comprimento da parte
aérea, massa fresca e comprimento radicular, bem como em maior vigor, quando comparado ao
controle.

Os mecanismos envolvidos na promog¢do de crescimento mediada por COVs de
Trichoderma nao sdo totalmente elucidados. Para facilitar o entendimento, os perfis desses
compostos devem ser estudados para descobrir a contribui¢do de cada componente quimico no
processo. Trabalhos conduzidos por Silva et al. (2021) com o isolados CEN1242 (7. azevedoi)
também com alface sdo aqui corroborados; os autores observaram incremento para as mesmas
variaveis avaliadas neste estudo. Da mesma maneira, Wonglom, ito e Sunpapao (2020)
constataram que um isolado de 7. asperellum foi capaz de promover o crescimento de alface,
sob exposicao aos COVs emitidos pelo fungo. Ao se compararem o perfil dos compostos das
duas espécies trabalhadas nos estudos supracitados (7. azevedoi e T. asperellum), com base nas
informagdes da literatura, verificam-se diferencas marcantes com relacdo a presenga e a
quantidade de compostos produzidos pelas duas espécies. Uma das diferencas estd na auséncia
do composto 6-pentil-a-pirona (6-PP) no perfil do T. azevedoi, sendo este um dos principais
compostos relatados na literatura e associados a promogao de crescimento.

Esses efeitos fisioldgicos podem ser compreendidos a luz de respostas moleculares ja
descritas para a interagdo entre plantas e Trichoderma. Em nivel molecular, a promog¢ao de
crescimento mediada por esse fungo tem sido associada a modulacdo da expressdo de genes
relacionados a biossintese e a sinalizagdo de fitohormonios (Martinez-Medina et al., 2014).
Estudos tém demonstrado que esses microrganismos sao capazes de alterar o balanco hormonal
das plantas hospedeiras, estimulando vias associadas a fitormdnios como auxinas, giberelinas e
citocininas, os quais atuam diretamente na expansao celular, desenvolvimento radicular e
formagdo de novos tecidos (Nieto-Jacobo et al., 2017; Tyskiewicz et al., 2022).

A exposi¢ao aos COVs de Trichoderma pode, por exemplo, estimular a sintese de acido
indol-3-acético (AIA), o principal tipo de auxina, promovendo o alongamento de raizes e parte
aérea, fenomenos constatados no presente estudo (Contreras-Cornejo et al., 2009). A biossintese
de (AIA), ¢ relatada como sendo responsavel pelo desenvolvimento da raiz principal e raizes
secunddrias, a depender das concentragdes, ocasioando maior vigor do sistema radicular, como
observado neste experimento (Contreras-Cornejo et al., 2024). Além disso, ha evidéncias de
que esses compostos também modulam a producdo de etileno e acido abscisico, hormonios
relacionados a respostas ao estresse, o que contribui para o maior vigor e estabilidade fisiologica

das plantulas (Illescas et al., 2021). Singh et al. (2018) apontam em sua revisao que fungos deste
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género possuem ainda a capacidade de sintetizar substancias que mimetizam a giberelina,
importante fitohormonio relacionado ao processo de germinagdo de sementes. Dessa forma, o
efeito promotor observado ndo decorre apenas da disponibilidade de compostos organicos, mas
também da ativacdo de rotas hormonais que favorecem o crescimento ¢ o desenvolvimento
vegetal de maneira integrada (Tyagi et al., 2018).

Um dos efeitos positivos exercidos por Trichoderma neste estudo foi o crescimento
radicular. Esse efeito também foi constatado no experimento de Rao et al. (2022), no qual T.
atroviride 1LZ4?2 foi capaz de promover o crescimento radicular de mudas de tomate. Além disso,
os autores constataram que os COVs podem modular a direcdo do crescimento radicular das
mudas. Os autores realizaram a identificacdo dos compostos, e detectaram a presenca do
composto 6-pentil-a-pirona, que em ensaios posteriores foi o unico composto que isoladamente
aumentou significativamente o peso seco das raizes de tomate, fortalecendo a relacdo desse
composto com a promogao de crescimento (Rao et al., 2022).

Um trabalho conduzido por You et al. (2022) apontou a influéncia positiva da exposi¢ao
de compostos volateis de 7. koningiopsis em Arabidopsis thaliana, que resultou em aumento
do peso fresco e tamanho de raizes. Dentre os compostos produzidos pelo isolado testada estao
alcenos, alcanos e ésteres, relacionados por outros autores como compostos presentes em
isolados promotores de crescimento. Ainda, sobre efeitos de COVs em A. thaliana, destaca-se
o trabalho conduzido por Phoka et al. (2020), com um isolado de 7. asperelloides em plantas de
A. thaliana. Esses autores relataram aumento estatisticamente significativo no peso fresco,
comprimento da raiz e contetido total de clorofila. Essas observacdes estdo de acordo com os
dados obtidos no presente trabalho com o isolado CEN1277,da mesma espécie (7. asperelloides),
a excecdo do teor de clorofila que ndo foi avaliado no presente estudo. Entretanto, os autores
sugerem que o crescimento dos fungos pode influenciar na umidade relativa € na concentragéo
de CO; durante os experimentos, fato que pode alterar o metabolismo foliar da planta.

Ainda nessa linha de pesquisa, Lee et al. (2016) registraram a promogao de crescimento
em plantas de tomate por isolados das espécies 7. viride e T. pseudokoningii, evidenciado pelo
incremento de biomassa, tamanho de plantula e raizes laterais. Porém, outros isolados testados
no mesmo ensaio ndo apresentaram o mesmo efeito. Os autores concluiram que a quantidade de
CO» produzida pelos fungos em seus experimentos ndo foi responsavel pelos resultados obtidos.
Isso porque os teores de CO2 ndo diferiram entre as placas inoculadas e as placas controle,
contrariando a hipdtese levantada por Phoka et al. (2020) e fortalecendo o papel dos COVs
como promotores de crescimento de plantas.

No experimento em casa de vegetacdo, a aplicagdo de Trichoderma spp. promoveu
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aumento significativo em altura, massa seca total e comprimento de raiz em plantas tratadas
com alguns dos isolados aqui testados, indicando efeito positivo no desenvolvimento da alface.
Ja outros isolados ndo apresentaram o mesmo impacto e, em alguns casos, prejudicaram o
crescimento das plantas. De acordo com Lee et al. (2016), os efeitos de Trichoderma variam
entre isolados e dependem do perfil metabolico e da interagdo com a planta, ja que diferentes
linhagens produzem compostos volateis que podem estimular ou inibir o crescimento conforme
sua composi¢do e concentragdo. Corroborando essa perspectiva, Tucci et al., 2011; Yao et al.,
2023 ressaltam que o efeito nas plantas ¢ dependente do isolado e influenciada pelas condigdes
experimentais.

Dentre os fitohormonios produzidos por esses fungos, estdo os auxinicos, responsaveis
por regular o crescimento e desenvolvimento das plantas, especialmente o alongamento da raiz
e o desenvolvimento de raizes secundarias (Egamberdieva et al., 2017; Jaroszuk-Scisel et al.,
2019) o que esta de acordo com a promogdo de crescimento radicular observada com alguns
isolados avaliados neste ensaio. Nessa linha de pensamento, cabe ressaltar que Contreras-
Cornejo et al. (2009) avaliaram a resposta de plantas de 4. thaliana mutantes com defeito na rota
de transporte de auxinas e constataram que o fungo ¢ pouco responsivo a essas plantas no que
se refere & promocao de crescimento, quando comparado as plantas sem essa mutagdo. Esse
achado reforca a hipdtese de que a producdo e o transporte de auxinas estdo diretamente
associados aos efeitos promotores de crescimento atribuidos a Trichoderma. Os dados
apresentados no presente estudo mostram resposta positiva para determinados isolados, embora
outros fatores também possam contribuir. Essa hipdtese também foi apontada por Lima et al.
(2022), que obtiveram bons resultados de promog¢ao de crescimento para trés cultivares de alface
testadas.

A luz dos resultados de Silva et al. (2021), postula-se que os COVs produzidos pelos
isolados avaliados neste trabalho possam ter contribuido, ainda que parcialmente, para a
promocao do crescimento observado nas plantas de alface. Em seus bioensaios, esses autores
adotaram uma metodologia pioneira (sacos de tecido preenchidos com solo), pois sabe-se que
os COVs produzidos por fungos benéficos sdao capazes de se difundir através do solo, fato que
possibilita o contato das plantas com os mesmos (Werner ¢ Brinkmann, 2016). Cabe ainda
ressaltar que o isolado CEN1241 (7. azevedoi) avaliado por Silva et al. (2021) também foi objeto
de estudo no presente trabalho e promoveu aumento no crescimento de raiz, embora apresentando
resultado semelhante a testemunha quanto a altura de plantas. Esse resultado pode estar associado
a atuagdo de COVs, conferindo suporte a hipdtese proposta neste estudo.

Outra linha de estudos que busca explicar o mecanismo de promog¢ao de crescimento

apresentado por esse fungo ¢ a melhoria na absor¢ao de nutrientes. Sabe-se que Trichoderma
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possui capacidade de aumentar a disponibilidade de nutrientes, bem como maximizar a absor¢ao
dos nutrientes disponiveis no solo (Zhao, Wang e Kong, 2020). Esse mecanismo pode estar
relacionado, a0 menos em parte, aos efeitos positivos observados neste estudo para alguns
isolados, sugerindo a atuacao de processos indiretos de estimulo ao crescimento vegetal. Nesse
contexto, a mineralizagdo de nitrogénio por Trichoderma ¢ um dos eventos associados a acao
do fungo no solo, como relatado por Asghar e Kataoka et al. (2021). Solos com alto teor de
matéria organica promovem tanto a mineralizacdo de N como a atividade enzimatica. Embora
a mineralizagdo de nutrientes ndo tenha sido avaliada no presente trabalho, ¢ valido assumir que
esse mecanismo pode ter contribuido para a resposta de crescimento observada.

Por fim, o experimento de supressdo de R. solani em condicdes de casa de vegetacdo
também apresentou bons resultados, refor¢ando o potencial de biocontrole dos isolados. A
capacidade de supressdo de patdgenos de solo € algo bastante explorado nos estudos dentro do
género Trichoderma, impulsionado principalmente pela demanda de praticas mais sustentaveis
(Dutta et al., 2023; Bastakoti et al., 2017). Apesar da interagdo entre planta, patégeno e
antagonista ser considerada complexa e ndo totalmente compreendida, sabe-se que ¢ de
fundamental importancia a realiza¢ao de estudos prévios in vitro (Peyraud et al., 2017). Essa
importancia decorre, principalmente, do grande nimero de isolados de antagonistas que sdao
catalogados, da elevada demanda por recursos financeiros e humanos necessaria para a
realizacdo de estudos in vivo e, ainda, do fato de que, em geral, os isolados com melhor
desempenho em experimentos in vitro tendem a reproduzir bons resultados nos ensaios in vivo
(Harman et al., 2021 Woo et al., 2014). Ainda que o desempenho de alguns antagonistas seja
reduzido diante das condi¢des ambientais adversas, a literatura mostra que os resultados obtidos
em laboratério constituem um bom indicativo do potencial de uso em escala agricola
(Contreras-cornejo et al., 2024). Além de contribuir para a selegdo mais criteriosa de
microrganismos, essa abordagem também otimiza recursos financeiros e humanos, permitindo
que os esforgos de pesquisa se concentrem naqueles isolados com maior probabilidade de
aplicacdo pratica no manejo integrado de doengas. Desse modo, os resultados do presente
estudo sdo consistentes com essa ideia, uma vez que os isolados que reduziram os sintomas da
doenca em casa de vegetacdo também apresentaram bons resultados de inibicdo em
experimentos laboratoriais.

Estudos anteriores demonstraram o potencial de Trichoderma spp. para controle de
doencas causadas por R. solani. Almaghasla et al. (2023) constataram, na cultura do pepino,
diminuigdo de até¢ 79% no tombamento de plantas tratadas com 7. asperellum. Esse resultado
demonstrou ndo haver diferenca significativa dos tratamentos com fungicida quimico. Em outro

trabalho, conduzido por Intana et al. (2024) em casa de vegetagdo, constatou-se diminui¢ao na
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incidéncia de R. solani na cultura do arroz cultivado em solo com alto teor de matéria organica.

Os efeitos benéficos observados na supressdo de R. solani sugerem que a atuagdo dos
isolados de Trichoderma ¢ multifatorial, integrando ac¢des diretas contra o patdgeno e respostas
fisiologicas na planta (Sood et al., 2020). A redugdo da severidade da doenga indica uma
provavel ativacao de rotas de resisténcia sist€émica, incluindo a Resisténcia Sistémica Adquirida
(SAR) e a Resisténcia Sistémica Induzida (ISR). A colonizacdo da rizosfera pelos isolados
testados pode ter funcionado como estimulo inicial para a transducdo de sinais hormonais
mediados pelo acido salicilico, acido jasmonico e etileno, conferindo protecao sistémica a alface
(Hermosa et al., 2012). Frente aos diversos mecanismos de agdo de Trichoderma indicados, a
reducdo da severidade da doenga provavelmente estaria relacionada a atuagao simultanea desses
diferentes mecanismos e a contribui¢do especifica de cada via ndo pode ser individualmente
determinada nas condig¢des experimentais em que os ensaios foram conduzidos.

Mayo et al. (2015) demonstraram que a aplica¢do de Trichoderma em plantas de feijoeiro
inoculadas com R. solani promoveu aumento da resisténcia vegetal por meio da indugao de genes
associados a defesa. Os autores deduziram que a inoculacdo por R. solani isoladamente regula a
expressdo desses genes negativamente, enquanto o tratamento com Trichoderma reverte esse
efeito. A reducdo dos sintomas da queima da saia observada em plantas de alface tratadas com
Trichoderma é compativel com os mecanismos de inducao de resisténcia descritos na literatura,
constituindo isso uma hipdtese plausivel a ser investigada em estudos futuros.

Outros mecanismos também podem estar envolvidos na atividade supressiva de
Trichoderma, conforme sugerido por Pinto et al. (2014), que propdem a correlacdo entre a
producdo de compostos antibidticos e a atividade de biocontrole. Essa hipotese encontra
respaldo nos resultados do presente trabalho, uma vez que os isolados com melhores indices
de inibi¢do do crescimento micelial in vitro também apresentaram bons desempenhos nos
ensaios in vivo. Tal fato sugere uma possivel relacio entre esses resultados. Ademais, estudos
sobre a composi¢do quimica dos compostos volateis produzidos por isolados de Trichoderma
vém demonstrando a atividade antimicrobiana desses metabdlitos na supressdo de patdogenos
(Silva et al., 2021). Portanto, estudos voltados a identificagdo dos compostos antimicrobianos
produzidos pelos isolados avaliados neste trabalho serdo necessarios para elucidar sua possivel
relagdo com a reducao dos sintomas observada.

Outra vertente relacionada a eficacia do biocontrole ¢ a alta dependéncia das varidveis
ambientais, como temperatura e umidade. E necessario reconhecer que os ensaios experimentais
apresentam limitagdes, pois nao reproduzem de maneira exata as interacdoes do ambiente natural
como variagdes de temperatura, umidade, composi¢ao da microbiota do solo e competicdo com

outros organismos (Vinale et al., 2008; Benitez et al., 2004). Dessa forma, tais ensaios devem
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ser compreendidos como uma das etapas de triagem, cujo objetivo € selecionar os isolados mais
promissores para que possam ser posteriormente avaliados sob diferentes condi¢cdes de
ambiente, por meio de ensaios de casa de vegetagao e condigdes de campo (Schuster e Schmoll,

2010).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo demonstram o potencial de isolados de Trichoderma
spp. como agentes de biocontrole para uso contra R. solani, patdgeno de significativa
importancia econdmica para a cultura da alface. Através de ensaios in vitro e in vivo, constatou-
se que determinados isolados foram capazes de inibir o crescimento micelial do fitopatdgeno,
reduzir a incidéncia da doenca e, em alguns casos, promover o crescimento das plantas. Essas
descobertas corroboram dados da literatura especializada, que apontam o género Trichoderma
como um microrganismo multifuncional, atuando tanto na supressdo de fitopatdgenos quanto
na promog¢ao do desenvolvimento vegetal.

E vélido destacar que, embora todos os isolados tenham apresentado algum grau de
antagonismo frente ao patdgeno, houve variagdes na eficiéncia entre eles, o que reforga a
necessidade de selegdo criteriosa e testes preliminares para a recomendagdo de isolados
especificos a campo. Outrossim, os mecanismos de agdo envolvidos, como micoparasitismo,
competicao e producdo de metabolitos antimicrobianos, contribuem de forma sinérgica para a
efetividade do biocontrole observado.

A utilizag¢do de agentes de controle biologico como Trichoderma spp. representa uma
alternativa promissora frente aos desafios impostos pelo manejo de doengas em sistemas
agricolas sustentaveis. Além de reduzir a dependéncia de fungicidas quimicos, essa abordagem
esta alinhada as exigéncias atuais por praticas agricolas ambientalmente responsaveis e seguras
para a saude humana.

Por fim, esta pesquisa contribui para o conhecimento técnico-cientifico sobre o uso de
Trichoderma no controle de doengas radiculares da alface e abre perspectivas para futuros
estudos voltados a formulacdo de bioinsumos, avaliacdo de desempenho em condi¢des de
campo, identificacdo dos COVs e CONVs e outros aspectos envolvidos nas interagdes entre

Trichoderma, patogeno e planta.
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1.

CONCLUSOES

A redugdo do crescimento micelial de R. solani pode ser atribuida ao mecanismo de
controle bioldgico direto, a competicao por espago e nutrientes disponiveis no meio.
De acordo com a analise dos resultados obtidos, os isolados CEN288, CEN1080,
CEN1416, CENI1651, CEN1659 e CENI1685 sao os mais promissores agentes de
controle bioldgico para R. solani.

Esses isolados citados acima igualaram-se ou foram melhores em desempenho, em
relacdo ao isolado comercial ESALQ-1306, registrado comercialmente e indicado para
uso contra R. solani.

4. Com relacdo a promocao de crescimento da alface, podem ser destacados os isolados
CEN287, CEN 1241, CENI1242, CEN1277, CENI1416, CEN1659, CEN1685 ¢
CEN1700.

O isolado CEN1080, cujos filtrados de cultura permaneceram ativos contra o patégeno
mesmo apOs serem submetidos a autoclavagem, deve ser considerado para testes futuros

no isolamento ¢ identificagdo quimica de seus metabolitos.
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