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RESUMO GERAL 

 

O mofo branco, doença causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary 

possui em seu ciclo de hospedeiros 408 espécies dentro de 278 gêneros, distribuídas em 75 

famílias botânicas e é responsável por perdas de rendimento que podem chegar a 100% em 

culturas agronômicas. As medidas de controle na maioria das vezes são ineficazes. O uso de 

defensivos químicos é muito oneroso, tornando-se inviável. Quanto ao controle biológico, 

vários estudos têm sido realizados com fungos antagonistas e, dentre eles, espécies do gênero 

Trichoderma tem demonstrado atividade antagônica contra S. sclerotiorum, em testes 

conduzidos tanto em laboratório, quanto em condições de campo. Neste trabalho, 20 isolados 

de Trichoderma foram testados em laboratório e em casa de vegetação. Em campo, três desses 

isolados foram avaliados em termos de redução do impacto do patógeno sobre o 

desenvolvimento das culturas de feijão comum e soja. Nestes ensaios, utilizou-se além da 

microbiolização de sementes, aplicação no sulco de plantio com jato direto e aplicação na 

parte aérea por barra traçada, cuja concentração de propágulos na suspensão de inóculo para 

aplicação dos isolados foi de 1x10
9 

conídios – mL
-1

. Nos testes de laboratório, quatro isolados 

apresentaram grau máximo de antagonismo (classe 1), 10 isolados alocaram-se na classe 2 e 

quatro na classe 3, estas duas consideradas com potencial médio e moderado de biocontrole, 

respectivamente. Dois isolados exerceram baixa atividade antagônica contra S. sclerotiorum 

(classe 4). Quanto à germinação de escleródios, 10 isolados de Trichoderma inibiram pelo 

menos em 90%; quatro apresentaram índices de inibição entre 80% e 65%; dois apresentaram 

índices de 35% e 25% e os quatro restantes não apresentaram atividade inibitória sobre os 

escleródios. Já nos testes com metabólitos não voláteis, verificou-se diferença significativa na 

inibição do crescimento de S. sclerotiorum, com os valores médios da porcentagem de 
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inibição micelial variando desde zero (ausência de inibição) até 100%.  Dentre os 20 isolados, 

seis apresentaram os melhores níveis de controle de doença. Os ensaios conduzidos em campo 

indicaram maior eficiência dos isolados quando o inoculo foi aplicado via barra, juntamente 

com as sementes microbiolizadas, seguindo-se a aplicação por meio de aspersão da suspensão 

de esporos e, por fim, onde só houve aplicação pela microbiolização das sementes, quanto ao 

desenvolvimento das plantas. Os resultados obtidos indicam que esses isolados são 

promissores para o desenvolvimento de um programa de controle biológico. Assim, foi 

avaliada a produção de esporos em laboratório, utilizando dois substratos preparados com 

diferentes teores de água e tempo de embebição. As maiores taxas de esporulação foram 

observadas com os CEN162 e CEN238, em arroz parboilizado. Adição de água na proporção 

de 80%, e períodos de embebição superiores a 15 horas favoreceram a esporulação, 

independentemente do substrato. Nestas condições, os isolados apresentaram diferentes picos 

de esporulação no decorrer de 30 dias. 

 

GENERAL ABSTRACT 

 

White mold disease caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary has 

its cycle of hosts 408 species in 278 genera, distributed in 75 botanic families and is 

responsible for loss of income that can reach 100 % in agronomic crops. Control measures are 

most often ineffective. The use of pesticides is very expensive, making it unfeasible. As for 

biological control, several studies have been conducted on fungi and antagonists, among them 

species of the genus Trichoderma have demonstrated antagonistic activity against S. 

sclerotiorum in trials conducted both in laboratory and in field conditions. In this study, 20 

isolates of Trichoderma were tested in laboratory and greenhouse. In the field, three of these 



 

3 

 

isolates were evaluated in terms of reducing the impact of the pathogen on the development of 

crops of beans and soybeans. In these tests, we used beyond microbiolization seed, 

application in furrow application with jet direct and shoot with a slash drawn, where the 

concentration of propagules in the inoculum suspension for application of the isolates was 

1x10
9
 conidia - mL

-1
. In laboratory tests, four isolates showed maximum degree of 

antagonism (class 1), 10 isolates allocated to the Class 2 and four in Class 3, these two 

considered potential biocontrol medium and moderate, respectively. Two isolates have had 

low antagonistic activity against S. sclerotiorum (class 4). As for the germination of sclerotia, 

10 strains of Trichoderma inhibited at least 90%, four showed inhibition rates between 80% 

and 65% had two rates of 35% and 25% and the remaining four showed no inhibitory activity 

on the sclerotia. Already in the tests with non-volatile metabolites, there was significant 

difference in growth inhibition of S. sclerotiorum, with the mean percentage inhibition of 

mycelial ranging from zero (no inhibition) to 100%. Among the 20 isolates, six showed the 

highest levels of disease control. Tests conducted in the field suggest greater efficiency of the 

isolates when the inoculum was applied by bar, along with microbiolization seeds, followed 

by the application by spraying the spore suspension and, finally, where there was only applied 

by microbiolization seeds, for the development of plants. The results indicate that these 

isolates are promising for developing a biological control program. Thus, we evaluated the 

production of spores in the laboratory using two substrates prepared with different amounts of 

water and soaking time. The highest rates of spore production were observed with CEN162 

and CEN238 in parboiled rice. Addition of water at a ratio of 80%, and soaking periods 

exceeding 15 hours favored sporulation, regardless of the substrate. Under these conditions, 

the isolates showed different peaks for spore collecting in the course of 30 days. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Conforme a população humana aumenta, cresce a demanda por alimentos. Para 

satisfazer a essa necessidade é necessário não só aumentar a área cultivada, mas também e, 

principalmente, a produtividade. As plantas cultivadas representam a principal fonte 

nutricional humana, entretanto, o modelo de exploração agrícola adotado ao longo dos anos 

tem privilegiado o cultivo de um número reduzido de espécies, com estreitamento da base 

genética infra-específica. Desta forma, maiores populações de uma mesma espécie 

indubitavelmente aumentam os riscos de ocorrência de epidemias (Reis et al., 2001). Para 

solucionar o problema invariavelmente se recorre aos agrotóxicos cada vez mais usados, a 

despeito de onerarem os custos da produção. Associado aos efeitos residuais tóxicos causados 

pelo uso contínuo desses produtos tem sido verificado um aumento de pressão seletiva, e 

conseqüente desequilíbrio ambiental (Jack, 1991). A constatação desse problema cada vez 

mais exacerbado vem ocasionando mudança no conceito de controle de doenças nas últimas 

décadas. Eliminar completamente o patógeno já não é mais a premissa da agricultura 

moderna.    

A soja (Glycine max [L.] Merril) e o feijão (Phaseolus vulgaris L.) (Fabales: 

Fabaceae) encontram-se entre as leguminosas mais consumidas em todo o mundo, seja como 

alimento humano (caso do feijão na  América Latina) ou como ração animal. Ambas 

constituem fontes proteínas de baixo custo, carboidratos, lipídios, minerais, vitaminas e fibras 

(Messina, 1999). O Brasil é o segundo maior produtor de soja no mundo e ocupa o primeiro 

lugar no cultivo de feijão comum (Embrapa, 2006). 

O gênero Phaseolus compreende aproximadamente 55 espécies, das quais apenas 

cinco são cultivadas: o feijoeiro comum (P. vulgaris), o feijão de lima (P. lunatus), o feijão 
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Ayocote (P. coccineus), o feijão tepari (P. acutifolius) e o P. polyanthus (EMBRAPA, 2006). 

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de feijão, porém, é o primeiro quanto ao gênero 

Phaseolus, seguido do México. Na maioria das regiões produtoras, a cultura do feijão é 

explorada por pequenos produtores, com uso reduzido de insumos, obtendo-se baixos 

rendimentos. No Brasil, o cultivo é realizado em três épocas do ano, de tal forma que, sempre 

haverá produção de feijão em algum ponto do país, o que contribui para o abastecimento 

interno (Yokoyama, 2006). Na safra 2010 – 2011 a área cultivada com feijão na primeira safra 

foi estimada em 1,42 milhão de hectares, o que configura um pequeno decréscimo de 0,7% 

em relação à safra anterior; a área na segunda safra foi estimada em 1,82 milhão de hectares, 

representando um crescimento de 26,2% em relação à safra anterior, enquanto a área plantada 

na terceira safra está estimada em 765,5 mil hectares, com crescimento de 1,6% em relação à 

safra passada. Considerando a soma das três safras, as lavouras de feijão do ciclo 2010/11 

ocupam uma área de 4,01 milhões de hectares, sendo 11,1% maior que a safra passada. A 

produção nacional de feijão nas três safras deverá chegar a 3,79 milhões de toneladas, 14,0% 

maior que o volume colhido na safra 2009/10 (CONAB, 2011). 

Com relação à soja, os Estados Unidos aparecem como maior produtor mundial 

(32%), seguidos do Brasil (28%), Argentina (21%), China (7%) e Índia (4%). A produção 

brasileira em 2010 – 2011 foi estimada em 75,32 milhões de toneladas, mantendo o ritmo de 

crescimento das últimas safras. Este volume é 9,7% (ou 6,64 milhões de toneladas) superior à 

produção obtida na safra 2009/10, quando foram colhidas 68,69 milhões de toneladas 

(CONAB, 2011). Além de ser amplamente empregada em rações animais, a soja presta-se à 

extração do óleo mais utilizado mundialmente no preparo de alimentos.  

Um dos grandes problemas na produção dessas leguminosas tem sido a doença 

conhecida como mofo branco, causada pelo ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De 

Bary (Helotiales: Sclerotiniaceae). Trata-se de um patógeno não específico que pode ser 
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encontrado parasitando 408 espécies em 278 gêneros, distribuídas em 75 famílias botânicas 

(CPC, 2007). Dentre estas, a família Fabaceae ocupa a segunda posição, em termos de 

número de hospedeiros, atrás apenas da família Asteraceae. Há relatos de mofo branco nos 

diversos continentes, ocorrendo praticamente em todos os países. As perdas na produção 

atribuídas ao mofo branco podem atingir proporções de até 100 % (Purdy, 1979). 

 Micro-organismos fitopatogênicos e pragas co-evoluem com as plantas desde os 

primórdios da agricultura. Apesar de tratar-se de um fenômeno natural, essa co-existência 

afetou negativamente a agricultura ao longo do tempo. Com o advento da tecnologia, métodos 

físico-químicos foram adotados para reduzir os impactos destes organismos na agricultura. O 

uso de agroquímicos, entre outros (Vincent et al 2003) são exemplos desses métodos de 

controle. No entanto, mais recentemente, a integração do controle biológico com esses 

métodos vem revolucionando o manejo fitossanitário, haja vista que as estratégias de controle 

biológico são compatíveis com os sistemas agrícolas auto-sustentáveis, cujas práticas 

contemplam a conservação dos recursos naturais (Sivan e Chet, 1992).  

De acordo com Cook e Baker (1983), controle biológico se define como redução da 

densidade de inóculo ou das atividades determinantes da doença provocada por um patógeno, 

por um ou mais organismos, realizado naturalmente, ou através da manipulação do ambiente 

ou do hospedeiro, ou pela introdução em massa de um ou mais antagonistas. Para Bettiol 

(1991) o controle biológico resulta da interação entre o patógeno, o hospedeiro e o 

antagonista, no qual sistema biológico sofre isolada ou conjuntamente a influência do 

ambiente. 

O papel dos agentes de controle biológico na agricultura vem sendo reconhecido e tem 

se tornado cada vez mais crucial, em alguns casos, complementando ou substituindo os 

agroquímicos (Templeton & Heiny, 1989; Whipps & Lumsden, 2001). Entre os vários micro-

organismos com ação antagonista, destacam-se os fungos, pela relativa facilidade de 
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identificação em nível de espécies e, também, pelo fato de que sua maioria apresenta 

facilidade de produção em meios artificiais (Copping & Menn, 2000). Neste contexto, os do 

gênero Trichoderma (Hipocrales, Ascomycota) encontram-se entre os que atraem maior 

atenção (Ahmad & Baker, 1987; Bettiol & Ghini, 1995; Whipps & Lumsden, 2001). Segundo 

Heraux et al, (2005), os fungos do gênero Trichoderma representam quase 50% do mercado 

de agentes de controle biológico. O início das pesquisas no uso de Trichoderma para controle 

de doenças das plantas se deu a partir do trabalho pioneiro de Weindling, (1934) que 

constatou a capacidade de T. lignorum (Tode) Harz (=Trichoderma viride Pers.:Fr.) de 

parasitar importantes patógenos de solo. Trata-se de um gênero constituído de fungos 

cosmopolitas colonizadores de solo e frequentemente encontrado associado à madeira em 

decomposição. Há espécies que são eficientes produtoras de enzimas industriais e, por isso, 

economicamente importantes (Druzhinina & Kubicek, 2005).  

Dentre as espécies de Trichoderma alguns isolados, podem atuar tanto contra 

patógenos de solo e de parte aérea durante desenvolvimento da cultura, quanto contra aqueles 

de pós-colheita, na fase de armazenamento. São inúmeros os relatos de sucesso com o uso de 

Trichoderma spp. como agentes de biocontrole, sobretudo no que se refere ao controle de 

patógenos de solo, tais como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, S. sclerotiorum, Pythium 

aphanidermatum, Fusarium oxysporum, F. solani, Cylindrocladium scoparium e 

Colletotrichum truncatum (Naseby et. al., 2000; Cúndom et. al., 2003; Carvalho-Filho, 2008; 

El-Hasan et al. 2008; El-Hasan et al. 2009; Louzada et al. 2009; Reis Almeida et al. 2007). 

galhas (Meloidogyne javanica Treub) em tomateiro (Sharon et. al., 2001); 

Na parte aérea dos vegetais temos relatos de controle na murcha verticilar 

(Verticillium dahliae Kleb) em berinjela (Corder & Melo, 1998); Venturia Sacc spp., Botrytis 

(Hjeljord et. al., 2001; Lisboa et. al., 2007), Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & 
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Phillips-Mora [Crinipellis perniciosa Stahel],  (Sanogo et. al., 2002). O controle de doenças 

na fase de pós-colheira é mais evidente em tubérculos (Okibo & Ikediugwu, 2000). 

O gênero Trichoderma foi introduzido há mais de 200 anos por Person (1794). O 

Gênero pode ser reconhecido por suas características macroscópicas, tais como rápido 

crescimento em meio de cultura, micélio aéreo esparso e pústulas conidiogênicas verdes ou 

brancas. Rifai (1969) desenvolveu um delineamento genérico para as características 

microscópicas que é aceito até hoje no qual o conidióforo geralmente apresenta-se ramificado 

em diferentes níveis, podendo de acordo com a espécie, apresentar além da ramificação 

primária, uma secundária, terciária e assim por diante. Apêndices estéreis, que podem ser 

encontrados em algumas espécies, também são características do conidióforo. As células 

conidiogênicas (fiálides) variam de ampuliforme a lageniforme, geralmente com constrição na 

base e afunilando abruptamente no ápice, estão dispostas em verticilos terminais nas 

ramificações do conidióforo. Os conídios podem ser hialinos ou mais frequentemente verdes, 

com parede lisa, rugosa ou estriada, de acordo com a espécie. Clamidósporos normalmente 

presentes, podendo ser intercalares ou terminais (Rifai,1969; Gams & Bisset, 1998). 

 Rifai (1969) em sua classificação para o gênero, reconheceu nove espécies: T. 

hamatum Bain, T. viride Persoon, T. aureoviride Rifai, T. harzianum Rifai, T. koningii 

Lieckfeldt, T. pseudokoningii Rifai, T. longibrachiatum Bissett, T. polysporum Link e T. 

glaucum Rifai. Ao estudar a discriminação das espécies definidas por Rifai, Bisset (1991a,b), 

propôs o termo “seções” para separar espécies similares dentro das nove originalmente 

aceitas. De acordo com esse sistema taxonômico, os fungos do gênero Trichoderma 

distribuem-se em cinco seções: Trichoderma Bissett; Longibrachiatum Bissett; 

Saturnisporum Doi, Abe & Sugiyama; Pachybasium (Sacc.) Bissett e Hypocreanum Bisset. 

Entretanto, os métodos de classificação pela taxonomia clássica propostos até o 

momento não permitiram uma efetiva separação das espécies de Trichoderma.  Também a 
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relação com o teleomorfo não está completamente elucidada, assim como as diferenças na 

produção de metabólitos por isolados, o que motivou a utilização de marcadores moleculares, 

especialmente nas regiões correspondentes aos espaços transcritos internos ITS1 e ITS2 para 

determinação de espécies. Assim, uma análise do perfil dessas regiões tem permitido 

diferenciar 78 espécies de Trichoderma (Druzhinina & Kubicek (2005). Ainda segundo esses 

autores, esse método tornou possível separar com segurança as espécies dentro das seções 

Trichoderma e Pachybasium, as quais acomodam a maioria dos isolados habitantes do solo. 

Mesmo com a utilização da biologia molecular, boa parte das espécies do gênero 

Trichoderma continua sendo determinada com base nas características macroscópicas e 

microscópicas, enquanto análises do sequenciamento genético têm sido apenas utilizadas 

como complemento na confirmação e diferenciação de isolados. A literatura apresenta 

diversas chaves para identificação de Trichoderma. Além das chaves publicadas por Rifai 

(1969), Bisset (1991a,b),  Domsch et al. (1980) e Gams e Bisset (1998), pode-se lançar mão 

da chave interativa disponível na internet 

(http://nt.ars.grin.gov/taxadescriptions/keys/TrichodermaIndex. cfm).         

A utilização intensa de espécies de Trichoderma nos programas de controle biológico 

de fitopatógenos apóia-se nas inúmeras estratégias de sobrevivência e desenvolvimento desses 

fungos, tais como: rápido crescimento, presença de clamidósporos, produção de antibióticos, 

micoparasitismo, eficiência na mobilização e absorção de nutrientes e como promotores do 

desenvolvimento das plantas (Chet et al., 1997) além da estimulação dos mecanismos de 

defesa dos vegetais (Van Driesche & Bellows, 1996; De Meyer et al, 1998; Yedidia et al, 

2001). 

Benítez et.al. (2004), demonstrou que isolados de T. harzianum, possuem a capacidade 

de estimular o crescimento de plantas de tomate, fumo e algodão e, ao mesmo tempo, as 

protegem contra vários fitopatógenos. Alguns isolados seriam capazes de colonizar raízes, 

http://nt.ars.grin.gov/taxadescriptions/keys/Tricho
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produzindo compostos que estimulam o crescimento e os mecanismos de defesa das plantas a 

doenças e a estresses abióticos. Ainda, de acordo com esses autores, junto com a síntese ou 

estimulação da produção de fitohormônios ou substâncias estimuladoras do crescimento, 

alguns isolados de Trichoderma acidificam o ambiente à sua volta, por secreção de ácidos 

orgânicos resultantes do metabolismo de compostos carbônicos, principalmente glicose, por 

isso seriam capazes de solubilizar fosfatos e micronutrientes. Embora a habilidade de isolados 

de Trichoderma como protetores de plantas a doenças radiculares seja atribuída aos efeitos 

diretos contra os patógenos, a própria associação do agente de biocontrole com as raízes 

também resultariam em efeitos benéficos nas plantas. 

Os fungos do gênero Trichoderma vem sendo utilizados com sucesso no controle de 

várias doenças de plantas, devido à capacidade de reduzir a sobrevivência, crescimento ou 

infecções causadas pelos patógenos, dentre as quais, as podridões de raiz e colo causadas por 

S. rolfsii (Papavizas, 1985; Benitez, 2004; Carvalho Filho, 2008). Os mecanismos de 

biocontrole utilizados pelo Trichoderma são: a) antibiose, quando há envolvimento de 

compostos difusos de baixo peso molecular, os antibióticos que atuam na inibição do fungo 

alvo. Os metabólitos produzidos pelo antagonista inibem o crescimento normal do patógeno 

no solo (Denis e Webster, 1971a,b e Benítez, 2004). A maioria dos isolados de Trichoderma 

produzem metabólitos tóxicos voláteis e não voláteis, os quais atuam na supressão da 

colonização do organismo atingido. Dentre esses metabólitos, são conhecidos: ácido 

harziânico, alamethicinas, tricholina, antibióticos, glisopreninas, ácido heptelídico, gliovirina, 

viridina e massoilactona (Benítez et al., 2004). Weindling (1934) demonstrou a produção, por 

T. lignorum, de um metabólito descrito por ele como “princípio letal”, com capacidade de 

controlar o crescimento micelial de R. solani Kühn e outros fungos in vitro. Esse “princípio 

letal” foi identificado posteriormente como o antibiótico Gliotoxina (Weindling, 1941); b) 

competição, que tem sido considerada um dos mais eficientes mecanismos de ação usados 
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por Trichoderma e está relacionada à capacidade desses organismos em mobilizar e absorver 

prontamente os nutrientes à sua volta e de utilizar diferentes fontes, por exemplo, de carbono. 

Durante este processo, o antagonista pode suprimir o crescimento da população do patógeno 

na rizosfera e, assim, reduzir o desenvolvimento da doença. Além disso, várias espécies de 

Trichoderma se caracterizam por sua resistência a diferentes compostos tóxicos, não apenas 

àqueles produzidos e liberados pelas plantas em resposta ao ataque por patógenos, como 

também, a vários agrotóxicos comumente utilizados na agricultura (Chet et. al., 1997; Benítez 

et al., 2004). Também a competição por espaço ou sítios de infecção poderá ocorrer 

concomitantemente, contribuindo para a atividade de biocontrole (Benitez et al., 2004; Vinale 

et. al., 2008). De acordo com Gullino (1992), o controle de B. cinerea Persoon ex Fries em 

videiras por T. harzianum é decorrente da colonização dos tecidos florais, que constituem os 

sítios de infecção do patógeno. Sivan & Chet (1989) postularam que a competição por 

nutrientes seja o principal mecanismo usado por T. harzianum no controle de F. oxysporum 

Schlecht f. sp. melonis; c) micoparasitismo, fenômeno em que determinado micro-organismo 

obtém nutrientes a partir das células vivas e funcionais do hospedeiro com quem vive em 

íntima associação. As interações micoparasíticas podem ser principalmente: necrotrófica – o 

micoparasita mata o hospedeiro, utilizando seu conteúdo celular como fonte de nutrição; 

biotrófica – o micoparasita obtém nutrientes das células do hospedeiro sem acarretar, a estes, 

danos imediatos (Melo, 1998 Cassiolato, 1998). Segundo Benítez et al. (2004) este 

mecanismo compreende um complexo processo que envolve eventos sequenciais: 1 – 

estímulo químico de fungos fitopatogênicos atraem os fungos antagonistas e induz uma 

resposta quimiotrópicas do antagonista; 2 – ocorre o reconhecimento entre antagonista e 

fitopatógeno; e 3 – presença  das interações entre as hifas do patógeno e do antagonista; o 

antagonista cresce, enrolando-se ao longo das hifas do hospedeiro, secretando diferentes 

enzimas líticas, como quitinase, glucanase e pectinase; d) finalmente, a indução de 
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resistência é o  mecanismo de controle biológico, pelo qual, a planta responde à agressão por 

patógenos por meio da produção de fitoalexinas, lignina adicional das células e compostos 

fenólicos (Horsfall & Cowling, 1980; Bailey, 1985). Tais respostas podem também ocorrer ao 

contato com organismos não patogênicos ou isolados não virulentos do patógeno (Van 

Driesche & Bellows, 1996).   

Devido a esses mecanismos, Trichoderma apresenta um grande potencial de uso no 

controle biológico, além do que, determinadas espécies desse fungo são resistentes a doses de 

pesticidas (Chet, 1997 e Benitez, 2004), possibilitando potencializar baixas doses desses 

produtos, dentro de um esquema de manejo integrado, assim permitindo a redução do impacto 

ao meio ambiente ocasionada por aplicações de agrotóxicos em larga escala. 

 Muitos estudos com os fungos do gênero Trichoderma vêm indicando a capacidade de 

alguns isolados destes organismos em promover maior desenvolvimento de plantas. Melo 

(1996), trabalhando com duas linhagens mutantes de T. koningii antagônicas a S. sclerotiorum 

mostrou a eficiência na produção de celulase, além de ampliarem a taxa de emergência e o 

acréscimo de massa seca em plântulas de pepino. Resende (2004) observou que a 

microbiolização de sementes de milho com um isolado de T. harzianum promoveu incremento 

de massa seca nas raízes. Embora os mecanismos usados por isolados de Trichoderma na 

promoção de desenvolvimento de plantas não estejam claros, existem evidências de produção 

de fitohormônios, como o ácido Indolacético (AIA), cujas funções consistem no 

desenvolvimento dos vegetais pelo alongamento celular, produzindo as gemas apicais, 

laterais, ápice das raízes, formação de raízes secundárias, frutos e folhas jovens (Gravel, 

2007). O mesmo autor sugere mecanismos de solubilização de nutrientes, especialmente 

fosfato e a consequente a disponibilização de fósforo, um nutriente importante para 

desenvolvimento das plantas.  
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 O aumento da produtividade, assim como a redução dos custos de produção almejada 

pelos agricultores pode ser alcançada com um mínimo de impacto ao meio ambiente, 

utilizando o controle biológico (Rezende et. al., 2004; Cavalho Filho, 2008). No caso das 

doenças causadas por S. sclerotiorum, o controle químico mantém-se como método de 

controle mais utilizado para controle dos escleródios. Além disso, adotam-se práticas de 

manejo que incluem rotação de culturas, controle de espécies daninhas, irrigação eficiente, 

uso de cultivares resistentes e adequação do espaçamento entre plantas que, entretanto, na 

maioria das vezes são ineficazes. Atenção deve ser dada aos trabalhos conduzidos por Bin et 

al., (1991), Knudsen, et al., (1991) e Cassiolato (1995), os quais comprovam a eficiência na 

redução de incidência da doença por meio da ação micoparasítica sobre os escleródios ou 

hifas de S. sclerotiorum por Trichoderma de forma continuada, reduzindo assim o potencial 

de inóculo no solo. 

Existe uma grande quantidade de produtos à base de fungos disponibilizada para 

comercialização, com registro, no Brasil e exterior. Esses produtos apresentam qualidade 

variável em termos de formulação, concentração do ingrediente ativo e vida de prateleira. Os 

biofungicidas são resultados de um processo que inclui a seleção do agente de biocontrole, 

com extensiva avaliação da eficácia, desenvolvimento do formulado, registro, “scale up” e 

avaliação do mercado (Tigano & Mello, 2006). Eles podem ser aplicados diretamente no solo 

ou em tratamento de sementes ou, ainda, como inoculantes de partes aéreas, tais como folhas 

e órgãos de propagação, a depender da parte da planta que se deseja proteger.  

 O desenvolvimento de formulações apropriadas é um pré-requisito importante para a 

implementação de programas de controle biológico de fitopatógenos, usando micro-

organismos antagônicos (Lumsden & Lewis, 1989). A formulação de um agente de 

biocontrole depende da produção do organismo em larga escala e manutenção de sua 

viabilidade no final do processo (Adekunle et al., 2006). Diversas formulações comerciais de 
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Trichoderma spp. para o controle de doenças de plantas são essencialmente baseadas em 

suportes inertes (Papavizas, 1991). Multiplicar espécies de Trichoderma em substratos 

facilmente degradados e com um longo tempo de prateleira terá a aplicação no campo 

facilitada (Thangavelu et al. 2004). 
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CAPÍTULO 01 - CONTROLE BIOLÓGICO DO MOFO BRANCO POR 

ISOLADOS DE TRICHODERMA NAS CULTURAS DE SOJA (Glycine max 

[L.] Merril) E FEIJÃO COMUM (Phaseolus vulgaris L.) 

 

RESUMO 

 

A doença conhecida como mofo branco, causada pelo fungo de solo Sclerotinia 

sclerotiorum, afeta mais de 75 famílias botânicas e é responsável por perdas de rendimento 

que podem chegar a 100% em culturas agronômicas. Por isso vem sendo estudada por 

diversos grupos de pesquisa em todo o mundo e possui elevada importância em programas de 

controle biológico. Neste trabalho, 20 isolados de Trichoderma foram testados em laboratório, 

pela técnica de confronto direto (pareamento) das culturas e também avaliados quanto à 

produção de metabólitos secundários e capacidade de inibição da germinação miceliogênica 

dos escleródios. Ensaios foram conduzidos em casa de vegetação com os mesmos isolados. 

Em campo, três desses isolados foram avaliados em termos de redução do impacto do 

patógeno sobre o desenvolvimento das culturas de feijão e soja, e efetivo controle da doença. 

Nesses ensaios, utilizou-se da microbiolização de sementes, cuja concentração de propágulos 

na suspensão de inóculo para aplicação dos isolados foi de 1x10
9 

conídios – mL
-1

. Nos testes 

pareamento das culturas, a avaliação foi realizada com o auxílio da uma escala que varia de 1 

a 5.  Quatro isolados apresentaram grau máximo de antagonismo (classe 1), 10 isolados 

alocaram-se na classe 2 e quatro na classe 3, estas duas consideradas com potencial médio e 

moderado de biocontrole, respectivamente, enquanto os outros dois exerceram baixa atividade 

antagônica contra Sclerotinia sclerotiorum (classe 4). Quanto à germinação de escleródios, 10 

isolados de Trichoderma inibiram pelo menos em 90%; quatro apresentaram índices de 
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inibição entre 80% e 65%, dois apresentaram índices de 35% e 25% e os quatro restantes não 

apresentaram atividade inibitória sobre os escleródios. Já nos testes com metabólitos não 

voláteis, verificou-se diferença significativa na inibição do crescimento de S. sclerotiorum, 

com os valores médios da porcentagem de inibição micelial variando desde zero (ausência de 

inibição) até 100%.  Nos ensaios de casa de vegetação, observou-se diferença significativa 

entre os isolados estudados no controle da doença. Dos vinte isolados, seis apresentaram os 

melhores níveis de controle de doença. Os ensaios conduzidos em campo indicaram maior 

eficiência dos isolados quando o inóculo foi aplicado via barra, juntamente com as sementes 

microbiolizadas, seguindo-se a aplicação por meio de aspersão da suspensão de esporos e, por 

fim, onde só houve aplicação pela microbiolização das sementes, quanto ao desenvolvimento 

das plantas. Os resultados obtidos mostraram ser bastante promissores para o 

desenvolvimento de um programa de controle biológico. 

 

ABSTRACT 

 

The white mold disease caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum, affects more 

than 75 botanic families and is responsible for loss of income that can reach 100% in 

agronomic crops. So has been studied by several research groups around the world and has 

great importance in biological control programs. In this study, 20 isolates of Trichoderma 

were tested in the laboratory, the technique of direct confrontation (paired cultures) of crops 

and also analyzed for production of secondary metabolites and the capacity to inhibit 

germination of sclerotia. Tests were conducted in a greenhouse with the same isolates. In the 

field, three of them were evaluated in terms of reducing the impact of the pathogen on the 



 

23 

 

development of crops of beans and soybeans and effective disease control. In these tests, we 

used the microbiolization seed, and the concentration of propagules in the inoculum for 

application of the isolates was 1x10
9
 spores - mL

-1
. In tests pairing of cultures, the evaluation 

was performed with the aid of a scale ranging from 1 to 5. Four isolates showed maximum 

degree of antagonism (class 1), 10 isolates allocated to the class 2 and four in class 3, the two 

considered potential medium-and moderate biocontrol, respectively, while the other two have 

had low antagonistic activity against Sclerotinia sclerotiorum (class 4). For germination of 

sclerotia, 10 isolates of Trichoderma inhibited at least 90%, four had rates of inhibition 

between 80% and 65%, two had rates of 35% and 25% and the remaining four did not show 

inhibitory activity on the sclerotia. Already in trials with non-volatile metabolites, there was 

significant difference in growth inhibition of S. sclerotiorum, with the mean percentage 

inhibition of mycelial ranging from zero (no inhibition) to 100%. In greenhouse trials, we 

observed a significant difference between the strains in disease control. Of the twenty isolates, 

six had the highest levels of disease control. Tests conducted in the field suggest greater 

efficiency of the isolates when the inoculum was applied by bar, along with seeds 

microbiolized, followed by the application of spraying the spore suspension and, finally, just 

where it was applied by microbiolization seeds, how to plant development. The results 

showed very promising for developing a biological control program. 

 

INTRODUÇÃO 

 

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um fungo fitopatogênico, causador da 

doença conhecida como mofo-branco em diversas culturas.  Seu ciclo de hospedeiros abrange 

408 espécies dentro de 278 gêneros, distribuídas em 75 famílias botânicas (CPC, 2007). O 
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patógeno ataca plantas jovens, causando tombamento (El-Helaly et al., 1970; Ivancheva-

Gabrovska et al., 1978; Huang & Kozub, 1990). Frequentemente, S. sclerotiorum infecta os 

tecidos das raízes e, com o desenvolvimento da cultura, causa apodrecimento das raízes, 

cancro na base da haste e murcha (Dorrell & Huang, 1978; Adams & Tate, 1975, 1976); 

também pode colonizar os tecidos acima do solo, causando manchas aquosas na haste 

inicialmente marrons, próxima ao nível do solo, manchas foliares, podridão dos tecidos 

contaminados; com o desenvolvimento da cultura, os tecidos tornam-se recobertos por 

micélio branco, sinal característico da doença (Abawi et al., 1975; Huang & Kokko, 1992). 

Plantas com infecção nas raízes muitas vezes murcham e morrem prematuramente. As hastes 

afetadas tendem à queda devido à presença de ventos fortes. 

O fungo produz estruturas de resistência conhecidas como escleródios, que podem 

sobreviver por até 10 anos no solo (Le Tourneau, 1979). Essas estruturas são compostas por 

camadas de hifas, cujas células são melanizadas e de paredes espessas, sendo responsáveis 

pela resistência do patógeno no solo (Le Tourneau, 1979).  

Tombamento e murcha são ocasionadas pela germinação miceliogênica dos 

escleródios (Adams & Tate, 1976; Huang & Kozub, 1990), ao passo que os sintomas 

observados acima do solo, tais como manchas das folhas e podridão são resultantes da 

infecção por ascósporos liberados a partir da germinação carpogênica (Abawi et al., 1975; 

Huang & Kokko, 1992). Disseminação secundária da doença ocorre pelo contato direto com 

tecidos infectados durante o período vegetativo (Huang & Hoes, 1980). Plantas individuais, e, 

ocasionalmente, uma safra inteira, pode ser destruída pela doença. 

Os métodos de controle disponíveis para esta doença são práticas de manejo que 

incluem rotação de culturas, medidas de limpeza da área, irrigação eficiente, uso de cultivar 

resistente e adequação do espaçamento entre plantas. Entretanto, tais medidas na maioria das 

vezes são ineficazes. O uso de defensivos químicos é muito oneroso, tornando-se inviável 
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(Steadman, 1979). Quanto ao controle biológico, vários estudos têm sido realizados com 

fungos antagonistas (Menendez & Godeas, 1998; Li et al., 2005; Yang et al., 2007) e, dentre 

eles, espécies do gênero Trichoderma tem demonstrado atividade antagônica contra S. 

sclerotiorum, em testes conduzidos tanto em laboratório, quanto em condições de campo 

(Huang et al., 2000). Papavizas (1982) já demonstrara que algumas espécies de Trichoderma 

são eficientes competidores da rizosfera. Esta é uma característica importante, pois o sucesso 

do agente de controle biológico depende em muito da sua habilidade de sobreviver e colonizar 

o solo rizosférico. 

Em geral, a seleção de agentes de controle biológico de fitopatógenos é realizada em 

duas etapas. Primeiramente, os agentes candidatos podem ser testados como antagônicos em 

condições controladas (laboratório e casa de vegetação). Isolados que se mostrarem mais 

promissores são então testados em condições de campo para uma avaliação final. Na primeira 

triagem, utilizam-se métodos convenientes, com eficiência e segurança, quanto à 

padronização e reprodutibilidade das condições de testes, e a oportunidade de examinar 

diretamente as interações patógeno/antagonista. Na segunda, a avaliação ocorre de forma  

mais realista, mesmo com a possibilidade de diferentes respostas em função do local e época 

de cultivo. 

Whipps (1997) observou que os agentes de controle biológico podem operar por 

diferentes modos de ação simultaneamente ou sequencialmente. Um dos mecanismos 

envolvidos na atividade antagônica do Trichoderma contra uma variedade de fungos 

fitopatogênicos é o micoparasitismo (Denis & Webster, 1971c), no qual enzimas hidrolíticas 

exercem importante papel na degradação de parede celular dos fitopatógenos (Elad et al., 

1982). Por meio da ação micoparasítica sobre os escleródios ou hifas de S. sclerotiorum 

Trichoderma pode reduzir a incidência da doença e, de forma continuada, o potencial de 

inóculo no solo (Bin et al., 1991; Knudsen, et al., 1991). 
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Weindling (1932) estudou a produção de metabólitos tóxicos por T. lignorum, tendo 

identificado os antibióticos gliotoxina e viridina. De acordo com esse autor, a antibiose 

constitui um dos principais mecanismos envolvidos na atividade antagônica do fungo. Dennis 

& Webster (1971a,b) os metabólitos secundários produzidos por  isolados de Trichoderma em 

voláteis e não voláteis, ambos com efeito inibitório sobre o crescimento de vários fungos. 

O presente trabalho teve como objetivos determinar: o modo de ação de 20 isolados de 

Trichoderma contra S. sclerotiorum, por meio de testes conduzidos “in vitro”; o potencial de 

uso de isolados como agentes de biocontrole para o mofo branco, nas culturas da soja e feijão 

comum. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Isolados e procedência dos antagonistas e do patógeno utilizados  

Foram utilizados cinco isolados de Trichoderma pertencentes à coleção de culturas 

microbianas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia: CEN142 (T. harzianum), 

oriundo de amostra da rizosfera de plantas do Cerrado, procedente do município de Goiânia 

(GO); CEN151 (T. harzianum), de solo coberto com a cultura do milho, coletado no 

município de Orizona (GO); CEN157 (T. koningii) e CEN162 (T. asperellum) obtidos de 

amostras de solo coberto com a cultura do arroz, de Goianira (GO) e CEN219 (T. atroviride), 

isolado de uma formulação comercial. Outros quinze isolados (Tabela 1) foram obtidos neste 

trabalho, a partir de amostras tomadas dos primeiros 5-7 centímetros do solo, após remoção 

da camada de matéria orgânica. Devido à formação de clamidósporos, colonização de matéria 

orgânica, rápido crescimento e abundante esporulação por parte dos isolados de Trichoderma 

(Gams & Bissett, 1998), utilizou-se, para isolamento, a técnica de lavagem de solo. Um grama 
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de solo foi serialmente diluído em água estéril e 0,08 mL das suspensões foram distribuídas 

em placas de 90 milímetros de diâmetro, contendo o meio Martin (1 g K2HPO4 ; 0,5 g 

MgSO4.7H2O; 5 g peptona; 10 g dextrose; 0,03 g Rosa de Bengala; 16 g ágar e 1l água 

destilada). Após sete dias de incubação em B.O.D. (Fanen, mod. 347), à temperatura de 25
o
C 

e fotoperíodo de 12 horas, as colônias características (coloração verde, aspecto flocoso) foram 

transferidas para meio de cultura BDA (200g de batata, 20g de ágar, 20g de dextrose, 1.000 

mL de água destilada). As colônias foram purificadas e cultura monospóricas foram obtidas 

pela diluição de suspensão de esporos (10
4
 esporos/mL) e semeio em placas contendo meio 

BDA. As culturas foram repicadas para tubos de ensaio contendo o mesmo meio, os quais 

foram mantidos a 4
o
C e, posteriormente, preservadas e armazenadas na coleção.  

 

Tabela 1: Isolados e locais de coleta dos isolados obtidos neste trabalho.  

Isolado Rizosfera coletada Localidade 

CEN200 Chrysomalanaceae Goiantis (GO) 

CEN201 Vochysziaceae Itacajas (GO) 

CEN209 Copaíferas Estação Ecológica de Águas Emendadas (DF) 

CEN210 Copaíferas Estação Ecológica de Águas Emendadas (DF) 

CEN211 Taquara Estação Ecológica de Águas Emendadas (DF) 

CEN202 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN223 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN225 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN226 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN237 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN238 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN240 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN241 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN242 Algodão Rio Preto (DF) 

CEN248 Algodão Rio Preto (DF) 

 

Para os ensaios de biocontrole, utilizou-se um isolado de S. sclerotiorum (CEN217), 

procedente de solo cultivado com soja e cedido pela Embrapa Cerrados (DF). 

 

 

 



 

28 

 

Identificação dos isolados de Trichoderma 

A identificação dos isolados foi realizada em conformidade com Samuels et al. (2011). 

Para tanto, foram observadas os aspectos culturais em meio apropriado (extrato de malte 2% 

= 20g de extrato de malte, 20g de ágar, 1.000 mL de água destilada) e analisadas as estruturas 

microscópicas de cada isolado (conidióforos, fiálides, conídios e clamidósporos) como 

proposto por Rifai (1969) e Bissett (1991a,b), a partir do cultivo em meio extrato de malte 

2%. As colônias se desenvolveram nas mesmas condições descritas anteriormente. As 

características do conidióforo foram observadas no terceiro dia de cultivo e as dos conídios, 

aos 15 dias. Para tanto, foram confeccionadas lâminas com o corante cotton blue em ácido 

láctico. As medidas morfométricas (hifas, conidióforos, fiálides, esporos e clamidósporos), 

foram tomadas sob lente de aumento (100x), com óleo de imersão. Os conidióforos foram 

observados quanto à presença ou não de ramificações e as fiálides, quanto sua forma. 

  

Avaliação do antagonismo ao fungo S. sclerotiorum por isolados de Trichoderma em cultivo 

pareado 

O antagonismo dos isolados de Trichoderma contra S. sclerotiorum foi avaliado em 

confronto direto de culturas, utilizando-se o método de pareamento em placas de Petri, de 

acordo com Dennis & Webster (1971c). Discos (5 mm de diâmetro) retirados das culturas 

puras do patógeno e do antagonista foram depositados opostamente nas placas, contendo o 

meio solidificado, a 10 mm das bordas. Como controle negativo, foram empregadas placas 

contendo apenas o patógeno. Os experimentos foram conduzidos duas vezes, utilizando-se 

quatro repetições.  

Para as avaliações da ação antagônica dos isolados de Trichoderma, foram atribuídas 

notas de acordo com escala estabelecida por Bell et al. (1982):  
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Nota 1 – sobreposição de Trichoderma ao patógeno, colonizando toda a superfície do 

meio; Nota 2 – sobreposição de Trichoderma a patógeno, colonizando pelo menos 2/3 da 

superfície do meio; Nota 3 – Trichoderma e patógeno colonizaram mais que 1/3 e menos que 

2/3 da superfície do meio; Nota 4 – patógeno colonizou ao menos 2/3 da superfície do meio e 

resistiu a invasão por Trichoderma; Nota 5 – sobreposição do patógeno ao antagonista 

colonizando toda a superfície do meio. 

 

Observações por meio de Microscopia Eletrônica de Varredura do micoparasitismo 

exercido pelos isolados de Trichoderma sobre S. sclerotiorum durante o confronto direto 

de culturas 

Amostras fúngicas obtidas da zona de encontro das colônias dos isolados CEN219, 

CEN237, CEN238, CEN240 e CEN241 e do patógeno S. sclerotiorum foram visualizadas por 

meio de microscopia eletrônica de varredura. Para o preparo do material, os discos de ágar 

contendo micélio foram fixados em solução (glutaraldeído 2%; paraformaldeído 2%), em 

tampão de cacodilato 0,05 M (pH 7,2), por 12 horas, a 4ºC. Após a fixação, o material sofreu 

quatro lavagens no mesmo tampão de cacodilato, sendo então fixado em solução de tetróxido 

de ósmio (OsO4) a 1%, em tampão de cacodilato 0,01 M, retornando à geladeira (4ºC) por 

mais 1 hora. Posteriormente, o material sofreu uma nova série de lavagens com tampão de 

cacodilato (pH 7,2) e, em seguida, foi desidratado em etanol (concentrações de 30, 50, 70, 85, 

95 e 100%). O material permaneceu por 15 minutos em cada uma dessas concentrações de 

etanol, sendo que para a concentração final de 100%, o material recebeu duas lavagens de 10 

minutos cada. A secagem a ponto crítico foi realizada em secador Elmitech Critical Point 

Drayer K850, usando CO2 para retirar a fração líquida. Em seguida o material foi vaporizado 

com ouro, durante 150 segundos, usando-se o Elmitech K 550 Sputter Coater, completando-se 
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assim o preparo do material para observação ao microscópio eletrônico de varredura ZEISS 

DSM 962. 

 

Avaliação do efeito inibidor de metabólitos não voláteis produzidos por Trichoderma 

spp. sobre S. sclerotiorum 

O efeito inibidor de metabólitos não voláteis dos isolados de Trichoderma sobre S. 

sclerotiorum foi testado de duas formas, ou seja, em filtrado estéril, conforme Dennis & 

Webster (1971a) e em papel celofane como proposto por Agrawal et al. (1977).  

A primeira metodologia consistiu no cultivo dos isolados de Trichoderma em frascos 

Erlenmeyer, contendo 250 mL de meio líquido à base de batata-dextrose (BD), Cada frasco 

recebeu cinco discos (5 mm de diâmetro) retirados de culturas com sete dias de cultivo. A 

incubação ocorreu em agitador orbital (Lab-line Incubator-shaker modelo NT 711), a 150 rpm 

e temperatura de 25ºC, em ausência de luz por cinco dias. A parte líquida foi coletada por 

filtração a vácuo em papel de filtro (J ProLab) e, após passagem por membrana estéril de 

celulose (0,00045 mm milique), foi incorporada ao meio BDA autoclavado, na proporção de 

25% (v/v
-1

). Foram preparadas quatro placas com o filtrado de cada antagonista. No centro 

das placas de Petri, contendo o meio suplementado com os metabólitos, foi inoculado um 

disco da cultura de S. sclerotiorum. As placas foram incubadas a 25
o
C. A testemunha 

consistiu de placas contendo meio BDA sem filtrado de Trichoderma spp. As medições do 

crescimento radial foram tomadas quando toda a superfície do meio, nas placas testemunhas, 

apresentou-se colonizada pelo patógeno.  

Na segunda metodologia, discos de 110 milímetros de diâmetro de papel celofane 

esterilizados foram autoclavados por 20 minutos, à 121ºC. Esses discos foram colocados 

sobre placas de Petri, contendo meio BDA, deixando sobra do papel para facilitar sua 

posterior retirada. Em seguida, foram preparadas quatro placas com um disco de micélio do 
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antagonista, colocando-o sobre o papel celofane. A incubação ocorreu em câmara de 

crescimento do tipo B.O.D. (Fanen, mod. 347), à temperatura de 25
o
C e fotoperíodo de 12 

horas, por 48 horas. Após este período foi retirado o papel celofane e colocado disco de 

micélio do fungo S. sclerotiorum, no centro da placa. Novamente, as placas foram levadas 

para a B.O.D. e mantidas nas condições já descritas. A testemunha consistiu de placas 

contendo o papel celofane que não receberam disco de cultura do antagonista, mas inoculadas 

com S. sclerotiorum, após a retirada do papel celofane. As medições do crescimento radial 

foram tomadas quando toda a superfície do meio nas placas testemunhas se apresentou 

colonizada pelo patógeno. As medições do crescimento radial foram tomadas quando toda a 

superfície do meio nas placas testemunhas se apresentou colonizada pelo patógeno.  

Os experimentos foram conduzidos duas vezes, em quatro repetições. Os dados 

obtidos foram submetidos à análise de agrupamentos para detectar eventuais grupos de 

isolados com melhor desempenho. Utilizou-se, nas análises, o algoritmo não hierárquico 

PAM (Partitioning Around Medoids) para os agrupamentos. 

 

Inibição da germinação miceliogênica dos escleródios de S. sclerotiorum por isolados de 

Trichoderma  

O inóculo para os ensaios de inibição da germinação dos escleródios de S. 

sclerotiorum consistiu de suspensão de esporos de culturas de Trichoderma desenvolvidas em 

meio BDA. Os ensaios foram conduzidos com os 20 isolados de Trichoderma spp. citados 

anteriormente. Para obtenção dos escleródios, o patógeno foi cultivado em meio BDA à 

temperatura de 21
o
C e fotoperíodo de 12 horas, durante 30 dias.  

Empregaram-se pedaços de cenoura e meio de cultura de vermiculita + farinha de soja 

[8 g de farinha de soja e 5 g de vermiculita expandida superfina (0,6 mm)] como substrato. As 
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cenouras foram lavadas com água estéril, cortadas em cubos, flambadas dentro da capela de 

fluxo laminar, e colocadas sobre lâminas dentro de placas de Petri, ambas esterilizadas 

(Figura 1–A). Em cada placa, foram adicionados quatro pedaços de cenoura com um 

escleródio de S. sclerotiorum, totalizando 10 placas por isolado de Trichoderma. Cada 

escleródio foi mantido submerso por 1 minuto em uma suspensão de esporos do antagonista 

10
7 

conídios-mL
-1

, sendo que para a testemunha, utilizou-se água estéril (Mueller et al, 1985). 

Em seguida, as placas foram vedadas com filme de PVC, de modo que os escleródios não 

caíssem do substrato (Figura 1–B).  

 
Figura 1. Cubos de cenoura não inoculados com escleródios (A) e inoculados (B). 

  

Para os ensaios com meio de cultura de vermiculita + farinha de soja, o substrato foi 

homogeneizado e distribuído em placas de Petri. Essas foram envolvidas com papel alumínio 

e levadas para autoclave à temperatura de 121ºC, por 30 minutos, por duas vezes, em um 

intervalo de 24 horas. Após oito horas da segunda esterilização, essas foram levadas para 

câmara de fluxo vertical e, com o auxílio de uma espátula esterilizada, descompactou-se o 

substrato, espalhando-o por toda a placa uniformemente (Figura 2–A). O substrato foi, então, 
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umedecido com 15 mL de água estéril e adicionado de 10 escleródios de S. sclerotiorum por 

placa (Figura 2–B).  

As placas mantidas em câmara de crescimento do tipo B.O.D., à temperatura de 25
o
C 

e fotoperíodo de 12 horas, por 20 dias, para observação do crescimento do patógeno. 

Figura 2. Meio de cultura de vermiculita + farinha de soja - (A) sem escleródios e (B) com escleródios de S. 

sclerotiorum. 

 

Após 20 dias, os escleródios de cada tratamento foram coletados de ambos os 

substratos (cenoura e vermiculita + farinha de soja), secos por pressão em papel toalha e 

lavados para desinfestação por 3 minutos em hipoclorito de sódio (1%), 1 minuto em álcool 

(70%) e três vezes em água destilada estéril (1 minuto cada), sucessivamente. Em seguida, os 

escleródios foram depositados, individualmente, sobre meio Neon-S proposto por Napoleão et 

al., 2006 (BDA + 50 mg de Azul de bromofenol + 50 mg de cloranfenicol), em placas de 

Petri, na quantidade de dois escleródios por placa (Figura 4–A). A viabilidade dos escleródios 

foi determinada pela presença de coloração amarelada em volta do escleródio, resultante da 

produção de ácido oxálico, dois a quatro dias, da incubação.  

B A 
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A análise de agrupamentos foi utilizada para detectar eventuais grupos de isolados 

com melhor desempenho, adotando-se o algoritmo não hierárquico PAM (Partitioning 

Around Medoids) para os agrupamentos. 

 

Efeito supressivo de Trichoderma spp. sobre S. sclerotiorum e promoção de crescimento 

em plantas de soja e feijão comum, em casa de vegetação 

 Para determinar o efeito de Trichoderma spp. no controle de S. sclerotiorum e 

promoção de crescimento de plantas, foram conduzidos experimentos em dois períodos: 1 – 

entre maio e junho, com temperatura entre 15ºC e 28ºC, para o cultivo de feijão comum (P. 

vulgaris L.) cv pérola  e 2 – entre novembro e dezembro, com temperatura entre 20ºC e 35ºC, 

para o cultivo de soja [G. max (L.) Merr.] cv. Monsoy M8867RR. Em ambos os períodos, a 

umidade relativa manteve-se em torno de 80%. Utilizaram-se sementes (2ª peneira) fornecidas 

pela Empresa Sementes Farroupilha, localizada em Patos de Minas.  

Para a reativação de S. sclerotiorum, inocularam-se discos de micélio, retirados de 

culturas desenvolvidas em meio BDA, em vasos de 1.000g de capacidade, contendo terra 

vermelha suplementada com 10% de matéria orgânica autoclavada. Os vasos foram 

submetidos à temperatura de 21ºC e umidade de 90% por 15 dias em câmara úmida (Lab-Line 

Environeers Inc, Mod. 705-A da Lab Line Instruments, Inc. Melrose Park, Illinois, USA) para 

produção de escleródios, os quais foram utilizados como fonte inicial de inóculo para os 

experimentos. Tanto S. sclerotiorum como Trichoderma spp. foram multiplicados em frascos 

Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, utilizando 100g de arroz parboilizado como substrato. 

Este foi previamente umedecido em água destilada (60% p/v) e esterilizado a 120ºC por 20 

minutos. Quinze frascos contendo o arroz parboilizado receberam cada um, cinco discos 

retirados de colônias de S. sclerotiorum com sete dias de idade, desenvolvidas em meio BDA. 
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Colônias de Trichoderma spp., também desenvolvidas em meio BDA, forneceram esporos 

(suspensão em água, ajustada para concentração de 2x10
4
 conídios – mL

-1
), os quais foram 

transferidos para outros vinte frascos (10 mL de suspensão de esporos/frasco). O cultivo 

ocorreu à temperatura de 25
o
C e fotoperíodo de 12 horas, durante oito dias. Vasos contendo 

solo estéril, com capacidade de 3.000g, foram contaminados com o patógeno na proporção de 

5g de arroz parboilizado colonizado por 1.000g de solo. Após 96 horas, procedeu-se o plantio 

de sementes microbiolizadas com Trichoderma. Para avaliar a promoção de crescimento dos 

isolados, utilizaram-se as mesmas condições descritas anteriormente, porém não houve a 

contaminação do solo com o patógeno. Na microbiolização das sementes, utilizaram-se 

suspensões de esporos contendo 1x10
9 
conídios – mL

-1
. 

 Os experimentos foram conduzidos duas vezes, com quatro repetições por tratamento, 

sendo a unidade experimental constituída de um vaso com cinco plantas. Os tratamentos 

consistiram de Trichoderma + planta e Trichoderma + mofo-branco + planta. A distribuição 

espacial das parcelas foi inteiramente ao acaso (DIC). As avaliações foram feitas aos 15 e 30 

dias após o semeio, com base no comprimento de plantas e no rendimento de matéria fresca e 

seca (secagem em estufa a 70
o
C durante 72 horas). 

Para análise dos dados, procedeu-se a modelagem da altura e da razão dos pesos seco e 

fresco em função da combinação de isolado e presença ou ausência do patógeno. Para isso, 

utilizou-se um modelo de efeito de tratamentos, assumindo distribuição normal para as 

variáveis respostas. As análises foram realizadas pelo programa estatístico R. 

 

Controle do mofo branco por Trichoderma spp. nas culturas de soja e feijão comum, em 

condições de campo 

Os experimentos realizados em campo foram conduzidos em dois períodos: 1 – entre 

maio a agosto, com temperatura entre 10ºC e 27ºC, para o cultivo de feijão comum cv pérola e 
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2 – de outubro e fevereiro, com temperatura entre 18ºC e 32ºC, para o cultivo de soja cv. 

Monsoy M8867RR. O cultivo do feijão ocorreu sob irrigação, com bicos Turbo TeeJet Duo 

QJ90, operando com 5 bar de pressão. As sementes foram originadas dos mesmos lotes das 

daquelas utilizadas nos experimentos anteriores.  

 Os ensaios foram conduzidos em Patos de Minas – MG, na Fazenda Pirulito 

pertencente à Empresa Sementes Farroupilha Ltda, em um talhão sem subsolagem, com 

elevada ocorrência S. sclerotiorum.  Como o desenvolvimento do mofo branco é altamente 

variável, já que depende de diversos fatores, tais como solo, condições climáticas, variedades e 

população, as concentrações do agente foram determinadas previamente por contagem do 

número de escleródios, estimando-se uma média de 16,5 escleródios por metro quadrado.  Os 

tratos culturais realizados foram os recomendados para as culturas na Região. Agroquimicos 

registrados junto ao Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) foram 

utilizados quando necessário para o controle de doenças e pragas. Durante o desenvolvimento 

da cultura do feijão comum utilizou: Basagran 600, Cercobim 700 PW, Cerconil PM, Cruiser 

700 w, Danimen 300 CE, Derosal 500 SC, Glifosato, Intrepid, Metamidofos, Standak, 

Sumidan 25 CE, Tiger 100 CE, Verdict R e para a cultura da soja utilizou: Aurora 400 CE, 

Basagran 600. Carbomax 500 SC, Cercobim 700 PW, Cipermetrina Nortox 250 CE, Classic, 

Derosal 500 SC, Maxim XL, Naja, Opera, Radiant 100 e Vitavax 750 PM BR. 

 A presença do mofo branco foi diagnosticada por observação visual dos sintomas 

(Purdy, 1979), durante os estágios de floração plena até o inicio de enchimento das vagens. A 

incidência da doença foi determinada em termos de porcentagem de plantas infectadas. 

Foram utilizados quatro isolados de Trichoderma: três que apresentaram bom 

desempenho nos ensaios de laboratório e casa de vegetação (CEN162, CEN223 e CEN241) e 

um isolado comercial (SF 04) principio ativo do Quality. Os isolados foram cultivados em 

sacolas de plástico polipropileno, contendo 1.000g de arroz parboilizado. Esse substrato foi 
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preparado como no item anterior. Cada sacola plástica contendo substrato recebeu 100 mL de 

suspensão de esporos de Trichoderma à concentração de 2x10
4
 conídios/mL

-1
, preparada a 

partir de culturas com sete dias de idade. O cultivo ocorreu em salas de crescimento, à 

temperatura de 25
o
C e fotoperíodo de 12 horas, durante oito dias. Para aplicação no campo 

utilizou a concentração 9x10
10

 conídios/mL
-1

. 

 Na cultura de feijão, a aplicação de cada isolado foi realizada por três diferentes 

métodos: 1) sementes microbiolizadas; 2) sementes microbiolizadas + aplicação da suspensão 

de esporos diretamente no sulco de plantio e 3) sementes microbiolizadas + pulverização da 

suspensão de esporos com o auxílio de barra tracionada. Cada tratamento, que consistiu em 

isolado + forma de aplicação, foi conduzido em parcelas individualizadas de 100.000m
2
, 

totalizando 2.200.000 plantas com 8 – 10 sementes por metro linear, com distância de 45 cm 

entre as linhas de plantio. As avaliações de severidade da doença foram realizadas aos 30 e 50 

dias após o semeio. Já a promoção de crescimento foi estimada em termos de tamanho da 

planta e peso fresco e seco após 72 horas em estufa a 70
o
C. 

 Na cultura da soja, utilizaram-se apenas os dois primeiros métodos para a aplicação do 

fungo: 1) sementes microbiolizadas e 2) sementes microbiolizadas + aplicação da suspensão de 

esporos no sulco de plantio. Como ocorreu o vazio sanitário para a cultura da soja, os ensaios 

foram conduzidos em blocos inteiramente ao acaso (DBC) com três repetições, sendo cada 

parcela experimental de 100 m
2
, totalizando 22.000 plantas com 10 – 12 sementes por metro 

linear.  Adotou-se o espaçamento de 45 cm entre as linhas de plantio. As avaliações de 

severidade da doença foram realizadas aos 30 e 50 dias após o semeio. Promoção de 

crescimento de plantas foi baseada no tamanho da planta e no peso fresco e seco, após 72 

horas em estufa a 70
o
C. 

Para ambas as culturas, o tratamento testemunha consistiu de parcelas sem aplicação 

dos isolados de Trichoderma, apenas com os tratos culturais recomendados para a região. 
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Para a análise dos dados, procedeu-se modelagem da altura e da razão dos pesos seco e 

fresco em função da combinação de isolado e tratamento, utilizando-se um modelo de efeito 

de tratamentos. Assumiu-se a distribuição normal para as variáveis respostas.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Cultivo e identificação dos isolados de Trichoderma 

Foram identificadas cinco espécies entre os 15 isolados do gênero Trichoderma, 

obtidos das coletas nos solos das rizosferas de Chrysomalanaceae, Copaíferas, Taquara e de 

Vochysziaceae, e da cultura do algodão. 

 

CEN226 – Trichoderma fasciculatum Bissett, 1991 

 Isolado obtido da rizosfera da cultura de algodão produzindo Colônias com 

crescimento moderadamente rápido, micélio aéreo esparso, flocoso, esverdeado, com reverso 

hialino, presença de pústulas. Hifas hialinas, septadas, paredes lisas, 0,9 – 5,8 μ. 

Clamidósporos muito abundante, subglobosos a periforme, hialinos, parede fina e maioria 

terminais 2,5 – 5,8 μ, podendo encontrar alguns intercalares 9,3 – 6,8 μ. Conidióforos 

hialinos, paredes lisas, ramificado com ângulos menores na ponta, com 7 μ de largura na base, 

diminuindo gradualmente 3 – 5 μ na sua extensão, saindo aos pares ou grupos de três, com 

ápice estéril; conidióforo secundário com 1 – 5 células cilíndricas. Fiálides lageniforme a 

ampuliforme, 4,5 – 7,8 x 2,2 – 3 μ, com constrição na base, cônica com ponta estreita 

produzindo conídios, solitárias ou em grupos de 2 – 5, fiálides com ponta restrita lageniforme 

22 μ de comprimento e 2 – 2,5 de largura. Conídios elipsóides com ambas as pontas 

arredondadas, 3 – 4 x 2 – 2,7 μ, com paredes lisas, esverdeados. 
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 CEN211 – Trichoderma fertile Bissett, 1991 

 Isolado obtido da rizosfera de Copaífera produzindo Colônias de crescimento rápido 

micélio branco, sem pigmentação no meio e sem cheiro característico, formação de conídios 

em anéis concêntricos. Hifas hialinas a subhialinas. Clamidósporos subglobosos a elipsóides, 

subhialinos e presença de poucos intercalares ou terminais 8,6 x 7,5 μ. Conidióforos hialinos, 

paredes lisas, 5 – 6 μ, com ramificação secundária com 2 ou 3 fiálides, ramificação primária 

com até 3 células desde sua base, a secundária com até no máximo de 2 células, acima da 

porção fértil do conidióforo aparece uma hifa septada, não fértil com 70 – 115 μ encontrando 

no ápice uma única fiálide com 5 μ, existem relatos de ramificações dessas fiálides. Fiálides 

ampuliforme em sua maioria 3,5 – 6,8 x 2,3 – 3,8 μ, com constrição na base e afunilando 

abruptamente no ápice, algumas formas observadas com formato de gancho. Conídios 

elipsóides a oblongos 2,8 – 4,2 x 2 – 2,7 μ, paredes lisas, verdes, ambas as pontas 

arredondadas. 

 

CEN201, CEN202, CEN200, CEN223, CEN237, CEN238, CEN240, CEN241, CEN242 e 

CEN248 – Trichoderma harzianum Rifai, 1969 

 Os isolados CEN200 e CEN201 foram obtidos das rizosferas de Chrysomalanaceae e 

Vochysziaceae, os demais isolados foram obtidos do solo com cultura de algodão ambos 

produzindo Colônias com rápido crescimento, flocoso, conídios formados em anéis 

concêntricos, sem formação de pústulas, reverso sem cor. Hifas septadas, ramificadas, 

hialinas. Clamidósporos globoso, hialino, intercalares, 4,5 – 6 x 11 – 13 μ. Conidióforos com 

ramificações regulares em pares, dendritico, apresentam angulação de 90º do eixo em que 

origina. Fiálides ampuliformes, 5 – 6,5 x 2,5 – 3,5 μ, apresentando angulação de 90º da sua 

hifa. Conídios com parede mucosa, agregadas, subglobosa a ovóide, verdes, lisas, 2,2 – 3,5 x 

2 – 3. 
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CEN209 e CEN210 – Trichoderma pseudokoningii Rifai, 1969 

 Isolados obtidos da rizosfera de Copaífera Colônias com crescimento rápido, 

apresentando uma única zona de conidiogênese, verde, reverso branco, sem odor 

característico e formação de pústulas. Hifas hialinas, septadas, ramificadas. Clamidósporos 

globosos, terminais, 4,5 – 6 x 9 – 11,5 μ. Conidióforos com ramificações irregulares, 

presentes em hifas aéreas, aspecto cotonoso, eixo central comprido com ramificações laterais 

curtas, 2 – 2,5 x 3,4 – 4,5 μ. Fiálides subverticiladas, cilíndricas algumas apresentando 

alargamento da região mediana, nas ramificações secundárias apresenta uma única fiálide, e 

no eixo principal com 3 – 4 fiálides, nas fiálides das ramificações secundárias observam-se 

uma célula na base destas, 5,5 – 12 x 2,5 – 3,5 μ. Conídios com parede mucosa, agregadas, 

subcilíndrico a elipsóide, verdes, lisas, 3 – 5,5 x 2 – 3,5 μ. 

 

CEN225 – Trichoderma spirale Bissett, 1991 

 Isolado obtido da rizosfera da cultura de algodão produzindo Colônias com 

crescimento rápido, presença de micélio aéreo flocoso, sem odor característico, pigmentação 

amarela no meio, esporulação em anéis concêntricos de coloração verde. Hifas hialinas, com 

paredes lisas. Clamidósporos abundantes solitários, intercalares ou terminais em cadeias 

ramificadas, subglobosos a piriforme, hialinos, 6 – 13 μ, paredes lisas. Conidióforos hialinos, 

com paredes lisas, 5 – 6,5 x 4 – 5,5 μ, poucas ramificações aparecendo aos pares ou 

alternadas, com 1 -2 células, possui uma hifa estéril muito comprida, 30 – 110 μ. Fiálides 

maioria ampuliformes, subglobosas, 3,2 – 5 x 2,8 – 4,4 μ, constrição na base, verticilada. 

Conídios elipsóides para oblongos 3,5 – 4,5 x 1,8 – 3 μ, aparentemente com pareces lisas. 

 

Das espécies trabalhadas, 60% foram classificadas como T. harzianum sendo esta 

considerada uma das mais comuns do gênero, encontrada nos mais diferentes tipos de solo 
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(Rifai, 1969; Bissett, 1991b; Corabi-Adell, 2004), principalmente aqueles onde há 

interferência antrópica. Por exemplo, Kullnig et al. (2000), estudando a variabilidade de 35 

isolados de Trichoderma coletados na Rússia, Sibéria e Himalaia; Kubicek et al. (2002) com 

76 isolados coletados do sul da Ásia; Bissett et al. (2003) com sete isolados provenientes do 

Norte da Ásia e Hoyos-Carvajal et al. (2009) com 182 isolados provenientes de América 

Latina, ao final das análises filogenéticas de todos esses isolados,  verificou-se que o maior 

número de isolados eram pertencentes às espécies T. asperellum e T. harzianum. Esses 

trabalhos indicam que as regiões tropicais apresentam a maior biodiversidade de 

Trichoderma. A predominância de T. harzianum em diferentes ambientes pode ser explicado 

pela sua capacidade de assimilar uma matriz relativamente ampla de fontes de carbono. O 

conceito de T. harzianum como um complexo geneticamente variável, composto por uma 

espécie morfológica e, possivelmente, várias espécies filogenéticas como proposto por Gams 

& Bissett (1998) e Chaverri et al. (2003) é coerente com a faixa adaptativa deste táxon, 

principalmente em ambientes com atividades antrópicas. A complexidade dessa espécie é tal 

que já existem pesquisadores postulando existir variabilidade incluindo formas, devido à 

imensa variabilidade genética (Samuels, 1996; Siddiquee et al. 2007). 

  

Avaliação do antagonismo de Trichoderma spp. contra S. sclerotiorum  

 Os resultados obtidos na inibição do crescimento micelial do isolado de S. sclerotiorum 

pelos 20 isolados de Trichoderma, quando em confronto de colônias, são mostrados na Tabela 

2. 
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Tabela 2. Classificação dos isolados de Trichoderma quanto ao antagonismo a Sclerotinia sclerotiorum 

(CEN217), no teste de pareamento de culturas
 (1)

. 

Classe atribuída Isolados 

1 
CEN 162 – T. asperellum, CEN 209 – T. pseudokoningii, 

CEN 219 – T. atroviride, CEN 226 – T. fasciculatum. 

2 

CEN 142 – T. koningii, CEN 157 – T. koningii, 

CEN 200 – T. harzianum, CEN 201 – T. harzianum, 

CEN 202 – T. harzianum, CEN 210 – T. pseudokoningii, 

CEN 211 – T. fertile, CEN 223 – T. harzianum, 

CEN 237 – T. harzianum, CEN 238 – T. harzianum. 

3 
CEN 225 – T. spirale, CEN 240 – T. harzianum, 

CEN 241 – T. harzianum, CEN 242 – T. harzianum. 

4 CEN 151 – T. harzianum, CEN 248 – T. harzianum. 

5 CEN 217 – S. sclerotiorum. 
(1)

 Classificação segundo a escala de Bell et al., 1982. 

 

Os isolados CEN162, CEN209, CEN219 e CEN226 apresentaram grau máximo 

(classe 1) na escala de Bell et al. (1982), reduzindo o crescimento do patógeno e esporulando 

sobre toda a superfície do meio de cultura. Os isolados CEN142, CEN157, CEN200, 

CEN201, CEN202, CEN210, CEN211, CEN223, CEN237 e CEN238 colonizaram pelo 

menos 2/3 da superfície do meio (classe 2), apresentando também potencial de biocontrole, 

juntamente com os isolados que se colocaram na classe 1. Já os isolados CEN225, CEN240, 

CEN241 e CEN242 colonizaram metade da superfície do meio (classe 3), apresentando um 

potencial moderado no biocontrole. Os isolados CEN151 e CEN248 (Classe 4)  foram os 

únicos que não exerceram qualquer atividade antagônica contra S. sclerotiorum, nos testes de 

pareamento de culturas. O patógeno colonizou 2/3 da superfície do meio, com estes dois 

isolados. 

 

Visualização das interações por meio de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEVA) 

Amostras retiradas da zona de encontro do patógeno com os isolados CEN219, 

CEN237, CEN238, CEN240 e CEN241 apresentaram claramente o enrolamento das hifas do 

Trichoderma sobre as hifas de S. sclerotiorum. Com os isolados CEN142, CEN151, CEN157, 
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CEN162, CEN200, CEN201, CEN202, CEN209, CEN210, CEN211, CEN223, CEN225, 

CEN226, CEN242 e CEN248 foram evidentes o crescimento de hifas lado a lado e algumas 

vezes, crescimento de Trichoderma em direção às hifas de S. sclerotiorum. Não foi observada 

a formação de escleródios em presença dos isolados de Trichoderma classificados em 1 e 2, 

nas observações realizadas aos cinco dias de cultivo.  

Amostras originadas do pareamento do patógeno com os isolados CEN219, CEN237, 

CEN238, CEN240 e CEN241 exibiram, quando examinadas ao microscópio eletrônico de 

varredura, indícios de parasitismo, caracterizado por enrolamento de hifas e penetração 

(Figura 3 A–F). Esses achados evidenciam o micoparasitismo como mecanismo de ação 

desses isolados, com indicativo de que esta forma de atuação não apenas produz alterações 

nas hifas formadas, mas também inibe a formação de novas estruturas do patógeno. Os 

isolados CEN240 e CEN241, mesmo atingindo classificação inferior aos demais isolados na 

escala de notas atribuídas no cultivo pareado, apresentaram impacto significativo sobre as 

hifas de S. sclerotiorum, como observado nas Figura 3 – E e 3 – F.  
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Figura 3. Micrografias mostrando parasitismo de isolados de Trichoderma sobre Sclerotinia sclerotiorum.  A. S. 

sclerotiorum; B. enrolamento e penetração do isolado de Trichoderma CEN219; C. enrolamento do isolado 

CEN237; D. crescimento de hifas paralelas do isolado CEN238; E. penetração do  isolado CEN240 e F. 

penetração e enrolamento do isolado CEN241, pode-se observar a ruptura da  parede celular da S. sclerotiorum. 
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Alterações nas estruturas fúngicas como conseqüência de parasitismo têm sido 

amplamente descritas na literatura. Segundo Papavizas (1985), Trichoderma spp. ao parasitar 

as hifas de outro fungo induzem inúmeras mudanças fisiológicas, tais como: enrolamento, 

penetração da hifa no hospedeiro, desorganização do conteúdo celular e formação de 

haustórios. Tais alterações foram visualizadas por Rocha & Oliveira (1998) em 

Colletotrichum gloeosporioides, quando confrontado com isolados de Trichoderma. Já Inbar 

et al. (1996) descrevem o crescimento da hifa do Trichoderma spp. ao longo das hifas de S. 

sclerotiorum e, em alguns momentos, enrolamento de ramificações de hifas do antagonista no 

hospedeiro, cujo conteúdo exibe aparência granulada e vacuolização. Widyastuti et al. (2003) 

observaram, com espécies T. reesei e T. harzianum confrontadas com Sclerotium rolfsii, o 

crescimento paralelo e enrolamento de hifas, como descritos por Inbar et al. (1996). Reis 

Almeida et al. (2007) descrevem o micoparasitismo de T. harzianum sobre Rhizoctonia solani 

como enrolamento de hifas e  degradando da parede celular do patógeno, graças à produção 

de enzimas hidrolíticas. Já a formação de apressórios foi constatada por Abdullah et al. 

(2008), ao descrever o micoparasitismo de Trichoderma contra S. sclerotiorum. Carvalho 

Filho (2008) relatou, além do enrolamento das hifas e crescimento paralelo, plasmólise nas 

hifas de Cylindrocladium scoparium. Entretanto, o estabelecimento de correlação entre a 

ocorrência desses eventos e sua eficácia no controle biológico é bastante complexo. 

Sathiyaseelan et al. (2009) ao estudarem  o efeito direto de T. viride sobre algumas culturas de 

fitopatógenos, verificaram eficácia de 54%, 39%, 37% e 28% contra R. solani, 

Macrophomina phasiolina, Aspergillus flavus e Fusarium carthami, respectivamente. 

Louzada et al. (2009) constatou que, a despeito de alguns isolados apresentarem potencial de 

controle, pelos testes de culturas pareadas, os mesmos não demonstraram parasitismo direto 

em exames de MEVA. É sabido, no entanto, que outros mecanismos podem estar envolvidos 

na atividade antagonista de Trichoderma spp., dentre os quais, a competição, que pode 



 

46 

 

resultar em limitação, para o patógeno, de nutrientes e água, ou de sítios onde esses fatores 

nutricionais são mais abundantes (Perelló et al., 2003). Esse mecanismo também pode ser 

detectado em testes de pareamento de culturas, pois reflete na habilidade de colonização 

rápida do substrato. Ainda, Sathiyaseelan et al. (2009) comentam que tanto  a competição 

quanto o micoparasitismo exercidos por fungos do gênero Trichoderma podem permanecer 

ativos mesmo sob condições ambientais desfavoráveis para o crescimento micelial, o que 

sugere a possibilidade de tolerância do fungo a estresses.  

 

Avaliação do efeito inibidor de crescimento micelial de S. sclerotiorum por metabólitos 

não voláteis produzidos por Trichoderma spp.  

Os resultados relativos aos experimentos com metabólitos não voláteis indicaram que 

praticamente não houve variação entre os tratamentos realizados com filtrado estéril e papel 

celofane (Figura 4). Desta forma, considerou-se para análises, apenas o fator “isolado” 

(Figura 5). 

 

Figura 4. Atividade de metabólitos não voláteis de Trichoderma spp. em relação ao crescimento micelial de 

Sclerotinia sclerotiorum.. 
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Figura 5. Porcentagens com desvio-padrão da inibição do patógeno S. sclerotiorum por isolados de 

Trichoderma, independente da metodologia empregada.  
 

Assim, qualquer que seja a metodologia utilizada, os valores médios da porcentagem 

de inibição micelial exercida sobre S. sclerotiorum, variaram de 100% com os isolados 

(CEN151, CEN162, CEN223, CEN240 e CEN241) até ausência de inibição (0%) com o 

isolado CEN202 (Figura 4). 

O dendograma resultante no agrupamento dos isolados de Trichoderma (Figura 6), 

evidenciou a existência dos quatro seguintes grupos: CEN151, CEN162, CEN201, CEN219, 

CEN223, CEN240, CEN241, CEN242 (Grupo 1);  CEN142, CEN157, CEN209, CEN210, 

CEN211, CEN225, CEN226 (Grupo 2); CEN200, CEN248 (Grupo 3) e CEN202, CEN237, 

CEN238 (Grupo 4). 

Ao serem comparados os agrupamentos 1 e 2, pelo teste de Kruskal-Wallis, verificou-

se diferença significativa, em nível, de 5% de significância, indicando que essa metodologia 

foi adequada para separar os isolados mais eficientes. 

Entretanto, ao se confrontar os componentes do Grupo 1 entre si, pelo menos dois 

desses diferiram do restante, ao nível de 5% de significância. Quando comparados dois a dois, 
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os isolados CEN242, CEN201 e CEN219 diferiram significativamente dos isolados CEN241, 

CEN240, CEN223, CEN151 e CEN162. 

 

 
Figura 6. Dendograma do agrupamento dos isolados de Trichoderma em relação à inibição do crescimento de S. 

sclerotiorum. 

 

De acordo com esses resultados apresentados, o isolado CEN162 distinguido nos 

testes de pareamento de culturas, agrupou-se com os que apresentaram os melhores resultados 

relativos à ação por metabólitos não voláteis. Entretanto, isolados que não sobressaíram 

nesses testes (CEN240, CEN241 e CEN242), e por isso foram alocados na Classe 3, 

agruparam-se entre os melhores (Grupo 1) nos testes de produção de metabólitos não voláteis 

ativos contra o patógeno. Particularmente vale destacar o isolado CEN151, cujo filtrado de 

cultura exerceu forte inibição no desenvolvimento de colônias de S. sclerotiorum, embora não 

apresentando qualquer interação com o patógeno pelo pareamento de culturas.  Esse fato pode 

também ser observado com o isolado CEN225. 

A inibição do crescimento micelial de fungos fitopatogênicos por metabólitos de 

Trichoderma foi primeiramente relatado por Dennis & Webster (1971 a,b),  sendo que os 
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mecanismos relacionados passaram a ser elucidados bem mais tarde (Haran et al., 1996; Inbar 

et al., 1994). A partir do início deste século, intensificaram-se os estudos na identificação e 

avaliação desses compostos.  Assim, Küçük & Kivanç (2003) demonstraram que o efeito de 

metabólitos não voláteis de Trichoderma spp. sobre o crescimento micelial de Drechslera 

sorokiniana, Fusarium moniliforme, F. culmorum, F. solani, Gaeumannomyces graminis var. 

tritici, Rhizoctonia solani, R. cerealis e Sclerotium rolfsii. Redução do crescimento micelial 

de S. sclerotiorum foi observado por Yang et al. (2007) com filtrado de culturas de  

Coniothyrium minitans, sem contudo observar inibição de germinação de escleródios. Já El-

Hasan et al. (2008) isolaram o composto Alpha-6-pentil Pirona produzido por diferentes 

isolados de Trichoderma com efeito fungistático e fungicida sobre o desenvolvimento de 

Fusarium moniliforme; os mesmos autores (El-Hasan et al. 2009) observaram também efeito 

de viridiofungin A, quando usado em altas concentrações, como inibidor de: germinação de 

conídios de Verticillium dahliae, de esporângios de Phytophthora infestans e de escleródios 

de S. sclerotiorum. Vinale et al. (2009) isolaram o ácido harziânico a partir de filtrado de 

cultura de um isolado de T. harzianum procedente da Austrália, com efeito inibitório sobre  

Pythium irregulare, S. sclerotiorum, e Rhizoctonia solani,  “in vitro”. Neste trabalho, filtrado 

de cultura de pelo menos um dos isolados aqui estudados (CEN201), quando submetido à 

extração, apresentou vários picos em cromatografia líquida de alta performance (HPLC) com 

atividade contra S. sclerotiorum. Os trabalhos visando à purificação e identificação das 

moléculas bioativas presentes no filtrado vem sendo conduzidos por outros membros da 

equipe. 

Recentemente, os metabólitos secundários produzidos por Trichoderma foram 

agrupados em famílias conhecidas (Reino et al., 2008). Assim as Antraquinonas apresentam 

os metabólitos pachybasina, chrysophanol, emodina, 1,3,6,8-tetrahidroxi antraquinona, 1-

acetil-2,4,5,7-tetrahidroxiantraquinona, trichodermaol e  xantona dimérica, Daucane 
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sesquiterpenes também conhecido como carotenos, foi produzido por um isolado de a T. 

virens, embora seja usualmente encontrado em plantas das famílias Umbelliferae e 

Compositae, e raramente detectado em filtrados de culturas fúngicas, as Pironas, como o 6-

pentil-2H-pirona e as famílias Koninginas, Trichodermamidas, Viridinas e Viridiofunginas, 

restritas ao gênero  Trichoderma. Dessa maneira, a biossíntese de uma grande variedade de 

metabólitos secundários com propriedades antifúngicas constitui um dos focos dos programas 

de controle biológico na atualidade. Importante ressaltar que, em muitos casos, a antibiose 

parece estar assonciada à ação combinada com enzimas hidrolíticas, responsável pela 

degradação de paredes fúngicas.  

 

Inibição da germinação miceliogênica de escleródios por isolados de Trichoderma 

 Quanto à inibição da germinação dos escleródios de S. sclerotiorum, observou-se que 

não houve variação nos resultados nos testes conduzidos nos substratos cenoura e farinha de 

soja + vermiculita. Dentre os 20 isolados de Trichoderma testados (Figura 7), CEN142, 

CEN162, CEN201, CEN209, CEN211 e CEN223 foram os que apresentaram 100% de 

inibição da germinação, indicada pela não alteração da cor do meio de cultura de azul para 

amarela (produção de ácido oxálico – Figura 8); os isolados CEN151, CEN157, CEN200 e 

CEN210 apresentaram inibição superior a 90%, enquanto com os isolados CEN226, CEN202, 

CEN225, CEN219, CEN248 e CEN237 os porcentuais de inibição foram 80%, 75%, 70%, 

50%, 28% e 25%, respectivamente. Já os isolados CEN238, CEN240, CEN241 e CEN242 

não apresentaram atividade de inibição germinativa sobre os escleródios (Figura 7). Cabe 

destacar o isolado CEN162 como inibidor de germinação de escleródios de S. sclerotiorum, 

adicionalmente ao seu forte efeito nos ensaios anteriores, juntamente com os isolados 

CEN201, CEN209, CEN211 e CEN223.  
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        A análise de agrupamento (Figura 9) apontou cinco grupos, em ordem decrescente de 

inibição de germinação de escleródios: Grupo 1 (CEN142, CEN151, CEN157, CEN162, 

CEN200, CEN201, CEN209, CEN210, CEN211, CEN223); Grupo 2 (CEN202, CEN225, 

CEN226); Grupo 3 (CEN219); Grupo 4 (CEN237, CEN248) e Grupo 5 (CEN238, CEN240, 

CEN241, CEN242). Pelo teste Kruskal-Wallis utilizado para comparar os Grupos 1 e 2, 

detectou-se diferença significativa entre os grupos ao nível de 5% de significância. Dentro do 

Grupo 1, os isolados não apresentaram diferença significativa entre si. 

Vale mencionar que, mesmo não sendo visualizadas alterações resultantes do 

micoparasitismo dos escleródios por exames microscópicos após cortes em criomicrótomo, a 

não detecção da produção do ácido oxálico em meio de cultura determina a inviabilidade dos 

mesmos, confirmada pela ausência da germinação carpogênica ou miceliogênica dessas 

estruturas de resistência. De fato, a visualização de atividade micoparasítica de Trichoderma 

sobre escleródios de S. sclerotiorum tem sido relatada por diferentes autores Bae & Knudsen 

2007; Tsahouridou & Thanassoulopoulos, 2001. Durman et al. (2005) utilizaram o meio de 

cultura BDA + Azul de Bromofenol,  tendo constatado maiores níveis de liberação de ácido 

oxálico, evidenciado pelo maior diâmetro do halo amarelo,  em isolados de S. sclerotiorum 

obtidos de soja do que em isolados de alface e girassol. De acordo com esses autores mesmo 

em baixos níveis de produção desse ácido, esse método pode ser útil para detecção visual de 

isolados de S. sclerotiorum em lotes de sementes. 
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Figura 7. Médias com desvio-padrão da inibição do crescimento de escleródios de S. sclerotiorum por isolados 

de Trichoderma. 

 

 
Figura 8. (A) Escleródios de S. sclerotiorum depositados no meio Neon-S; (B) coloração amarelada do meio 

caracterizada pela presença de ácido oxálico. 
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Figura 9. Dendograma do agrupamento de isolados de Trichoderma obtido a partir dos dados de inibição da 

germinação de escleródios de S. sclerotiorum 

 

Este trabalho corrobora resultados obtidos por Singh (1991) e Louzada et al. (2009), 

entre outros autores, ao mostrar que alguns isolados de Trichoderma são capazes de parasitar 

os escleródios de S. sclerotiorum, a despeito destes serem considerados capazes de resistir ao 

parasitismo (Melo, 1998). O parasitismo exercido diretamente sobre escleródios seria um dos 

critérios mais eficientes e práticos para avaliar o grau de antagonismo ao fungo S. 

sclerotiorum, por constituírem esses importantes estruturas reprodutivas, cuja germinação 

poderá originar tanto micélio como apotécios, conforme Le Tourneau (1979).  

  

Controle de S. sclerotiorum por Trichoderma spp. em soja e feijão comum e promoção de 

crescimento, em casa de vegetação 

 Os resultados obtidos nos ensaios conduzidos em casa de vegetação sobre o efeito de 

Trichoderma spp. no controle de S. sclerotiorum e como promotor de crescimento de plantas, 

indicaram variabilidade entre os isolados de Trichoderma, para ambos os critérios avaliados. 

Procedeu-se a modelagem (modelo de efeito de tratamentos, ou seja, Trichoderma + planta e 
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Trichoderma + mofo-branco + planta) para os dados de altura de plantas e peso seco obtidos 

com as duas culturas. Assumiu-se, para o modelo de efeito de tratamentos, distribuição 

normal para as variáveis respostas.  

 Com base nos valores estimados para cada isolado e tratamento, realizou-se uma 

análise de agrupamentos para identificar e agrupar os isolados com relação às variáveis de 

interesse. Obtiveram-se os dados de altura, as médias e os desvios padrões. 

Figura 10. Dados médios de altura (cm) de plantas de feijão comum resultante do tratamento de sementes com 

Trichoderma na ausência (*) e na presença (**) de S. sclerotiorum, obtidos em casa de vegetação.   
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Figura 11. Dados médios de altura (cm) de plantas de soja resultante do tratamento de sementes com 

Trichoderma na ausência (*) e na presença (**) de S. sclerotiorum, obtidos em casa de vegetação.   

 

Para ambas as culturas, feijão comum e soja, quando as sementes foram tratadas com 

Trichoderma spp., houve supressão do patógeno com redução dos sintomas da doença em 

diferentes níveis. Maior percentual de mortalidade ocorreu em plântulas originadas de 

sementes tratadas apenas com micélio de S. sclerotiorum. Houve diferenças significativas 

entre os tratamentos dos isolados para a mesma cultura. Também a porcentagem da redução 

de infecção e mortalidade foi significativa entre as culturas, com maior dano observado na 

soja.  

O grupo de isolados que gerou plantas com melhor desenvolvimento foi constituído 

por CEN162, CEN242, CEN201, CEN241, CEN223 e CEN248, enquanto na testemunha 

negativa (TesNeg) foi observado menor crescimento das plantas, para ambas as culturas. O 

isolado CEN248 apresentou pouco efeito no controle de S. sclerotiorum, porém induziu 

incremento de altura e massa seca. Esse efeito de isolados de Trichoderma como promotores 

de crescimento de plantas foi tema de estudos conduzidos por Gravel et al. (2007) que 
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constatou estímulo no desenvolvimento de tomateiro, atribuído à produção de Ácido 

Indolacético (AIA) pelo antagonista. Neste trabalho a promoção de crescimento foi observada 

também com vários isolados identificados como potenciais agentes de biocontrole, ainda que, 

no caso específico do isolado CEN200, o efeito foi contrário no feijão comum, ao se constatar 

menor desenvolvimento vegetativo.  

Quanto à soja, todos os isolados resultaram em crescimento de plantas superior à 

testemunha. Este efeito positivo provocado pelo Trichoderma pode ser observado em 

diferentes espécies vegetais. De acordo com Yedidia et al (1999; 2003) a base genética não 

teria forte influência nesta interação, embora Hanson e Howell (2004) postulem que essas 

interações, mediadas por elicitores de Trichoderma, ocorram como resposta da planta 

determinada pela expressão de genes envolvendo seu sistema de defesa, promovendo o 

crescimento do sistema radicular e a disponibilidade de nutrientes. 

As interações planta - patógeno - antagonista são complexas, especialmente no caso de 

Trichoderma, cujos mecanismos de ação, diversificados, podem ocorrer simultaneamente.   

Seus efeitos podem ser diretamente sobre o patógeno ou indiretamente como consequência de 

suas interações no sistema radicular da planta e com o meio externo. Neste trabalho, as 

interações foram estudadas nos três sistemas planta-patógeno, planta-antagonista e planta-

patógeno-antagonista, constatando-se a dificuldade em avaliar a interação tripartite.  Embora 

alguns testes possam ser executados “in vitro”, nem sempre os resultados são reproduzidos 

em condições naturais. Entretanto, tais estudos são importantes para uma triagem adequada 

dos antagonistas, até a fase de campo. 

Embora o tipo e a quantidade de substâncias não-voláteis não tenham sido 

determinados, estes resultados sugerem a produção de diferentes substâncias não-voláteis 

pelos isolados testados. Tais substâncias bioativas podem degradar os compostos liberados 
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por S. sclerotiorum, como por exemplo, ácido oxálico liberado por escleródios e micélio 

dormente em sementes. Seletividade de alguns metabólitos secundários produzidos por 

Trichoderma em relação aos fitopatógenos foi relatada por Jash & Pan (2004a,b). 

 

Controle de S. sclerotiorum por Trichoderma spp. nas culturas de soja e feijão comum, 

em condições de campo 

Na fase mais vulnerável da planta de soja à penetração do patógeno, entendido como 

plena floração (R2) até o inicio de enchimento de vagens (R3), não foram observados 

sintomas iniciais da doença, caracterizados por manchas aquosas na haste, próxima ao nível 

do solo, tampouco com o desenvolvimento da cultura se observou o micélio branco, sinal 

característico da doença. Apenas os tratamentos CEN223 e CEN241_sulco apresentaram 

pequenas áreas com sintomas, além da presença do micélio branco nas hastes, contudo não 

ultrapassando 2% das plantas na área de plantio. Justifica-se esse fato pela baixa população de 

esclerócios/m
2
 estimada por ocasião da implantação dos experimentos, há vista que, de acordo 

com Huang et al. (2000),  para o desenvolvimento da doença  é necessário um número 

mínimo de 145 escleródios/m
2
.   

Segundo a análise de agrupamento (Figura 12) realizada para a cultura da soja, 

observou-se que os tratamentos CEN162 e CEN162_sulco formaram o grupo nos quais houve 

maior crescimento das plantas. De fato, o contraste entre CEN162_sulco com tratamentos 

utilizando outros isolados (outros agrupamentos), mostrou a significativa superioridade do 

primeiro em todas as comparações. Novamente, ao agruparem-se os tratamentos (Figura 13), 

verificou-se que os tratamentos CEN162_sulco, CEN241 e SF04 apresentaram em média 

maior razão peso seco. Na sequência, o grupo de CEN223, CEN241_sulco e SF04_sulco, o 
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grupo de CEN162 e Testemunha e por fim CEN223_sulco, apresentaram a menor razão peso 

seco. 

Figura 12. Dendograma do agrupamento dos isolados de Trichoderma e representação gráfica de alturas de 

planta de soja obtidas para cada isolado, em condições de campo.  

 

Os tratamentos com CEN162 também apresentaram menor variabilidade em termos de 

altura de planta.  

Figura 13. Dendograma do agrupamento dos isolados e representação gráfica da razão entre pesos seco e fresco 

para cada isolado de Trichoderma na cultura de soja, em condições de campo. 
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Para o feijoeiro, as avaliações dos sintomas foram realizadas durante os estágios de 

pré-floração (R5), após emissão do primeiro botão floral e formação e enchimento de vagens 

(R7/R8), (primeira vagem com a corola desprendida até o início de inchamento das vagens), 

mais vulnerável à penetração do patógeno. Neste período apenas os tratamentos CEN241 e 

CEN241_barra apresentaram pequenas áreas com sintomas (micélio branco na haste), não 

ultrapassando 5,5% das plantas da área cultivada. Conforme mencionado anteriormente, a 

baixa população do patógeno não possibilitou o avanço da doença. 

Para esta cultura, o tratamento CEN162_barra foi o que apresentou maior média de 

altura e, conjuntamente com o agrupamento formado por CEN162, CEN162_sulco e 

testemunha_água, destacaram-se em termos de crescimento das plantas. Por outro lado, o 

agrupamento formado por SF04, CEN223 e CEN241 apresentou menores valores médios de 

crescimento (Figura 14).  

 

Figura 14. Dendograma do agrupamento dos isolados de Trichoderma e representação gráfica de alturas de 

planta de feijão comum, em condições de campo. 
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O tratamento SF04 se destacou com a maior razão peso seco, seguido do agrupamento 

formado por CEN241, SF04_sulco, CEN162_sulco e CEN223, enquanto a testemunha_barra 

apresentou menor razão entre todos (Figura 15). 

 

Figura 15. Dendograma do agrupamento dos isolados e representação gráfica da razão entre pesos seco e fresco 

para cada isolado de Trichoderma na cultura de feijão, em condições de campo. 

 

Fungos do gênero Trichoderma têm sido testados no controle do mofo branco nas 

culturas de soja e feijão por outros pesquisadores (Inbar et al. 1996; Huang et al, 2000).  

De modo geral, tem sido indicada a eficiência deste agente de controle biológico na 

redução de incidência de doença em testes em campo em diferentes países.  Porém, na maioria 

dos experimentos anteriormente conduzidos, procedeu-se a aplicação do agente através de 

microbiolização das sementes, diferentemente do que se procurou realizar com este trabalho. 

Para a obtenção de resultados conclusivos, deverão ser conduzidos novos ensaios em áreas 

com elevada população do patógeno. Também deverão ser avaliadas diferentes formas de 

aplicações do agente de biocontrole, isoladas e associadas, mediante microbiolização das 
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sementes, aplicação do inóculo em sulcos de plantio, pulverização por barra tracionada, e via 

pivô. Cabe ainda avaliar diferentes épocas de aplicação, bem como a persistência do agente de 

biocontrole no campo.  

O micoparasitismo sobre escleródios deve ser alvo de estudos mais detalhados, 

principalmente considerando-se a distribuição espacial desses propágulos no campo, bem 

como as interações químicas entre os dois organismos (patógeno e agente de biocontrole), 

tendo o solo como barreira física. 

A população das espécies Trichoderma endêmicas não foi considerada neste trabalho. 

Bae & Knudsen (2000) Orr & Knudsen (2004) postulam que a adição de inoculo de 

Trichoderma ao solo pode ser responsável por níveis mais elevados de colonização do 

substrato por esse agente de biocontrole, mas que as populações pré-existentes estariam 

agindo em conjunto. Portanto, novos experimentos deverão dimensionar a população de 

Trichoderma já existente e avaliar os níveis de incremento populacional ao longo do ciclo da 

cultura. 

Finalmente, diferentes mecanismos de ação podem atuar simultaneamente e a busca 

por isolados que apresentem mais de um desses mecanismos deve ser sempre priorizada na 

implementação de um programa de controle biológico. 

  

CONCLUSÕES 

1. Os produtos metabolitos não voláteis produzidos por Trichoderma inibem o 

crescimento do micélio de S. sclerotiorum “in vitro” independente da metodologia 

adotada.  

2. Com base nos resultados de micoparasitismo, podem ser indicados os isolados 

CEN162 e CEN209 como potenciais agentes de biocontrole do mofo-branco. 
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3. Com base nos resultados dos ensaios de metabólitos não voláteis, os isolados CEN240 

e CEN241 são fontes de metabólitos secundários com propriedades antibióticas contra 

S. sclerotiorum e carecem de estudos para identificação desses compostos bio-ativos. 

4. O isolado CEN248 possui potencial como promotor de crescimento de plantas de 

feijão comum e soja. 

5. A utilização de mais de uma forma de aplicação do agente de biocontrole poderá 

resultar em melhores respostas do agente de biocontrole no campo. 
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CAPÍTULO 02 - Produção de inoculo de isolados de Trichoderma 

asperellum e Trichoderma harzianum  

 

RESUMO 

A produção de esporos de isolados de Trichoderma spp. foi avaliada em dois substratos 

preparados com diferentes teores de água e tempo de embebição. As maiores taxas de esporulação 

foram observadas com os CEN162 e CEN238, em arroz parbolizado. Adição de água na proporção de 

80%, e períodos de embebição superiores a 15 horas favoreceram a esporulação, independentemente 

do substrato. Padronizando a umidade em 80% com o período de embebição de 15 horas, os isolados 

apresentaram diferentes picos de esporulação no decorrer de 30 dias. 

 

ABSTRACT 

The production of spores of Trichoderma spp. was evaluated in two substrates prepared with 

different amounts of water and soaking time. The highest spore production rate was observed with 

CEN162 and CEN238 isolates in parboiled rice. Addition of water at a ratio of 80%, and soaking 

periods exceeding 15 hours favored the spore production, regardless of the substrate. Moisture in 80% 

with soaking period of 15 hours, the isolates had different peaks for spore collecting in the course of 

30 days. 
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INTRODUÇÃO 

Existe uma grande quantidade de produtos à base de fungos disponibilizada para 

comercialização, com registro, no Brasil e exterior. Esses produtos apresentam qualidade variável em 

termos de formulação, concentração do ingrediente ativo e vida de prateleira. Os biofungicidas são 

resultados de um processo que inclui a seleção do agente de biocontrole, com extensiva avaliação da 

eficácia, desenvolvimento do formulado, registro, “scale up” e avaliação do mercado (Tigano & 

Mello, 2006). Eles podem ser aplicados diretamente no solo ou em tratamento de sementes ou, ainda, 

como inoculantes de partes aéreas, tais como folhas e órgãos de propagação, a depender da parte da 

planta que se deseja proteger.  

 O cultivo de fungos em larga escala, na maioria dos casos, tem-se baseado no uso de 

substratos sólidos (Jackson, 1997; Thangavelu et al., 2004; Fortes et al., 2007). Grãos de cereais 

oferecem a vantagem de serem prontamente biodegradáveis, facilitando as aplicações no campo 

(Thagavelu et al., 2004). Adicionalmente, eles apresentam facilidade para quantificação dos 

propágulos produzidos. 

Entretanto a capacidade de crescimento e esporulação é uma característica fortemente 

dependente de isolado e faz parte da triagem quando se deseja selecionar o agente de biocontrole, face 

à necessidade de produção de grande quantidade de biomassa quando o objetivo é sua utilização em 

larga escala. Ademais, fatores ambientais e nutricionais são importantes para a sobrevivência do 

agente e são determinantes para desenvolvimento de formulações.   

Este trabalho visou ao ajuste da metodologia de produção de inóculo de Trichoderma spp., 

principalmente no tocante às condições ideais para esporulação do fungo, utilizando o arroz e o 

milheto como substratos.  
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Avaliação da Produção de Esporos de Trichoderma asperellum (CEN162), Trichoderma 

harzianum (CEN238, CEN223 e CEN241) em Arroz e Milheto sob Diferentes Condições de 

Umidade. 

Para a produção dos esporos, foram utilizados os isolados CEN162 (T. asperellum) e CEN223, 

CEN238 e CEN241 (T. harzianum), todos pertencentes à coleção da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia. 

Empregaram-se, como substratos para a multiplicação do fungo, grãos dos cereais arroz 

parboilizado e milheto forrageiro, distribuídos em frascos Erlenmeyer.  Cada frasco de 125 mL de 

capacidade, recebeu 20 g de substrato. Na preparação do substrato, este foi umedecido com água 

destilada e, para tanto, as seguintes proporções (v/m) foram testadas: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 

100%. Cada frasco foi vedado com tampão de algodão e deixado em repouso pelos seguintes períodos 

de tempo: 3, 6, 12, 15, 18, 21 e 24 horas, antes da autoclavagem (120ºC por 20 min). 

Como inoculo semente utilizaram-se suspensões de esporos (10% do volume de substrato) à 

concentração de 1 x 10
4
 conídios – mL

-1
. Os esporos foram obtidos de colônias com sete dias de 

idade, desenvolvidas em meio BDA.  

Após incorporação da suspensão de esporos, os frascos foram acondicionados em câmara de 

crescimento B.O.D. (Fanen, mod. 347), à temperatura de 25
o
C e fotoperíodo de 12 horas, durante seis 

dias. A cada dois dias, os frascos com substrato foram revolvidos para promover a aeração e quebra do 

micélio, desta forma promovendo um aumento da superfície de contato com o ar, no intuito de 

favorecer a esporulação do fungo (Jackson, 1997). 

Para avaliação, foram retiradas amostras de 01 (um) grama da massa produzida, que foi então 

diluída em solução Tween 0,05%, de forma a obter concentrações 10
3
-10

4
 conídios – mL

-1
, para 

contagem do número de esporos com o auxílio de câmara de Neubauer.   
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Os experimentos foram conduzidos com quatro repetições e os dados obtidos, submetidos à 

análise, utilizando-se o método de superfície de resposta (MSR) para determinar o número máximo de 

conídios – mL
-1

, em função de isolado, tipo de substrato, tempo de embebição e teor de umidade a 

que foram submetidos. A equação estimada foi obtida através do modelo de regressão polinomial 

aplicando-se o método dos mínimos quadrados, supondo distribuição normal para a variável resposta. 

O nível de significância adotado para os testes estatísticos foi de 0.05. 

 

Curva de Crescimento e Produção de Esporos de Trichoderma asperellum (CEN162), 

Trichoderma harzianum (CEN238, CEN223 e CEN241) em Arroz parboilizado e Milheto. 

Os isolados foram crescidos nos substratos: arroz parboilizado (20g) e milheto (20g), 

previamente umedecidos com água destilada (80%) e deixados em repouso por 15 horas antes da 

autoclavagem. O substrato foi distribuído em frascos Erlenmeyer de 125 mL de capacidade e foram 

utilizados 60 frascos para cada isolado. Os frascos contendo os substratos foram vedados com tampão 

de algodão e autoclavados a 120 ºC por 20 minutos. 

Cada frasco recebeu 2 mL de suspensão de esporos (1 x 10
4
 conídios – mL

-1
), sendo as 

condições de incubação as mesmas descritas no item anterior.  

Para determinar a curva de crescimento, a partir do segundo dia de incubação, a cada dois dias 

foram retirados 04 (quatro) frascos de cada isolado e determinado o número de esporos produzidos. O 

experimento foi encerrado aos 30 dias. Adotou o mesmo método de amostragem descrito 

anteriormente. Para análise da taxa de crescimento, considerou-se cada combinação de isolado x 

substrato, confeccionando-se os gráficos referentes aos tratamentos ao longo do tempo. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

1. Avaliação da Produção de Esporos de Trichoderma asperellum (CEN162), Trichoderma 

harzianum (CEN238, CEN223 e CEN241) em Arroz e Milheto sob Diferentes Condições de 

Umidade. 

Houve interação entre os fatores (isolado, substrato, quantidade de água e tempo de 

embebição), conforme Tabela 1. Para os isolados CEN162 e CEN238, as maiores taxas de esporulação 

foram obtidas em arroz parboilizado, sendo que os valores médios de número de esporos foram de 

3,63 x 10
10 conídios/grama e 10,91 x10

10
 conídios/grama, respectivamente. Com respeito ao tempo 

de embebição, a melhor taxa de esporulação foi obtida com 12 e 15 horas (Tabela 1). Já para os 

isolados CEN223 e CEN241 as maiores taxas de esporulação foram obtidas em milheto, sendo que os 

valores médios de número de esporos foram de 13,83 x 10
9 conídios/grama e 8,10 x10

9
 

conídios/grama, respectivamente. Para esses dois isolados, a melhor taxa de esporulação foi obtida 

com 18 e 19 horas de embebição do substrato em água (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Valor predito máximo da densidade de esporos para cada isolado e tempo e umidade onde ocorre a 

maximização 

Isolado Tratamento Valor Predito Máximo Tempo e Umidade 

CEN162 Arroz 3.63 12h e 84% 

CEN162 Milheto 0.49 18h e 85% 

CEN223 Arroz 4.14 8h e 85% 

CEN223 Milheto 13.83 18h e 83% 

CEN238 Arroz 10.91 15h e 85% 

CEN238 Milheto 9.29 18h e 85% 

CEN241 Arroz 4.90 16h e 85% 

CEN241 Milheto 8.10 19h e 90% 
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Quanto ao teor de água, diferenças significativas foram detectadas nos tratamentos com 

volume de água inferior a 60%. Além disso, os resultados indicaram a adição de água na proporção de 

80%, com períodos de embebição superiores a 15 horas como melhores tratamentos, por apresentarem 

as maiores taxas de esporulação dos isolados trabalhados em ambos substratos utilizados. 

Observa-se, para os diferentes isolados e tratamentos, que dentre os valores máximos 

esperados, o isolado CEN223 submetido ao tratamento de milheto é aquele que parece ter o melhor 

desempenho, seguido do isolado CEN238 com arroz e milheto, respectivamente. Observou-se 

variabilidade quanto ao tempo de embebição para esporulação máxima, porém em todos os casos, há a 

indicação de que níveis de umidade entre 80 e 90% sejam os mais adequados. As representações 

gráficas tridimensionais de número de conídios predito pelos modelos estatísticos podem ser 

observadas nas Figuras 1 e 2. 

 

Figura 1. Superfície de resposta pelo modelo obtido para o número de esporos por mL para os isolados A – 

CEN162; B – CEN223; C – CEN238; D – CEN241 submetidos ao tratamento de arroz 
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Figura 2. Superfície de resposta pelo modelo obtido para o número de conídios por mL para os isolados A – 

CEN162; B – CEN223; C – CEN238; D – CEN241 submetidos ao tratamento de milheto 

 

 Esses resultados mostram a variabilidade dos isolados de Trichoderma, refletida também em 

termos de exigência nutricional e condições ambientais para produção de esporos. Por outro lado, 

disponibilidade, custo, rendimento e praticidade são requisitos importantes a serem considerados na 

escolha do substrato para cultivo do agente de biocontrole, especialmente quando o intuito é o 

desenvolvimento de biofungicida. Grãos de cereais geralmente oferecem essas vantagens, por isso são 

os mais utilizados (Jacson, 1997; Thangavelu et al., 2004; Fontes et al., 2007). Além disso, os grãos 

são prontamente biodegradáveis, facilitando as aplicações no campo e, adicionalmente, apresentam 

facilidade para quantificação dos propágulos produzidos. Entretanto, uma gama de substratos deve ser 

testada, procurando um melhor ajuste do substrato às exigências de cada isolado que se pretende 

desenvolver como agente de biocontrole. 
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Curva de Crescimento e Produção de Esporos de Trichoderma asperellum (CEN162), 

Trichoderma harzianum (CEN238, CEN223 e CEN241) em Arroz parboilizado e Milheto. 

Para os dados relativos à taxa de crescimento, considerando cada combinação de isolado e 

substrato, procedeu-se a plotação gráfica representativa do desenvolvimento das culturas ao longo do 

tempo (Figuras 3 e 4). 

 

 

Figura 3. Crescimento dos isolados A – CEN162; B – CEN223; C – CEN238; D – CEN241 em arroz 

parboilizado.  
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Figura 4. Crescimento dos isolados A – CEN162; B – CEN223; C – CEN238; D – CEN241 em milheto. 

 

Embora, de forma geral, o comportamento dos isolados e com respeito aos substratos tenha 

variado consideravelmente, o período de maior desenvolvimento das culturas ocorreu entre cinco e 

oito dias, como observado com os isolados CEN223 e 241, em arroz parboilizado. 

No substrato arroz parboilizado, o isolado CEN162 apresentou três pontos de crescimento, 

porém apenas do 6
o
 ao 8º dia apresentou o valor predito máximo; CEN223 com dois pontos de 

esporulação no 8º e no 21º, sendo o segundo com taxa superior; CEN238 com valor máximo no 8º dia 
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decrescendo gradativamente até o 30º e CEN241 apresentou três pontos de crescimento, porém apenas 

8º dia apresentou o valor predito máximo. 

No milheto, os isolados CEN162 um único ponto de esporulação entre o 5º e o 7º dia seguido 

de forte queda; CEN223 valor máximo no 6º dia mantendo mesma taxa ate o 30º dia; CEN238 mesmo 

padrão do CEN162 porém com maior taxa de esporulação e CEN241 produziu um valor predito 

máximo no 6º dia com um queda e mantendo-se na mesma taxa de esporulação até o 30º dia. 

 

CONCLUSÕES 

1. Substrato, seu teor de umidade e tempo de embebição são fatores importantes na 

produção de esporos dos isolados dos Trichoderma asperellum e Trichoderma 

harzianum estudados. 

2. Arroz parboilizado apresenta maior produção de esporo para T. asperellum e milheto 

para T. harzianum. 

3. A melhor condição para obter o maior numero de esporos e com 80% de umidade e 

embebição superior a 16 horas. 

4. Cada isolado apresenta diferentes picos de esporulação ao longo do tempo de cultivo. 

5.  Ambos os isolados, nas condições em que os experimentos foram conduzidos, podem 

oferecer mais de uma extração em um único cultivo. 
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