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RESUMO 

O Brasil se destaca no cenário mundial como um dos principais produtores de feijão. 

Entretanto, vários problemas fitossanitários contribuem para redução da renda líquida auferida 

na exploração da cultura, entre os quais, o mofo branco e a podridão de escleródio, causadas 

pelos fungos Sclerotinia sclerotiorum (SS) e Sclerotium rolfsii (SR), respectivamente, 

reconhecidas como principais doenças do feijão. O controle biológico, pelo uso de 

Trichoderma tem sido proposto como um dos métodos de manejo das doenças. Espécies desse 

gênero possuem grande importância agronômica e atuam como decompositores primários de 

matéria orgânica, destacando-se também pela produção de metabólitos e enzimas com 

propriedades antifúngicas. Em face disso, o trabalho foi conduzido com o objetivo de 

identificar isolados de Trichoderma com potencial de uso contra SS e SR. Cento e quarenta e 

nove isolados foram testados in vitro e 50 destes foram pré-selecionados e identificados com 

base no seqüenciamento das regiões ITS e TEF do rDNA. Dentre esses, foram identificadas 

sete espécies do gênero Trichoderma: T. harzianum, T. stromaticum, T. koningiopsis, T. 

asperellum, T. tomentosum, T. spirale e T. erinaceum. Vinte isolados foram testados em casa 

de vegetação. Resultados desse estudo mostram que, in vitro, 10,6% dos isolados testados 

contra SS e 14% contra SR apresentaram nota 1 no pareamento de cultura; 15,33% dos 

isolados para SS e 4,6% para SR mostram níveis elevados de antagonismo quanto a inibição 

micelial do patógeno por metabólitos não-voláteis. Dos 20 isolados selecionados para os 

estudos em casa de vegetação, quatro se destacaram: CEN207 (T. koningiopsis), CEN188 (T. 

spirale), CEN200 (T. koningiopsis) e CEN189 (T. spirale) sobre os demais quanto a 

promoção de crescimento. A técnica de identificação por MALDI TOF MS foi utilizada com 

oito dos isolados de Trichoderma previamente identificados com base no sequenciamento de 

fragmentos do DNA, agrupando-se de acordo com as espécies, conforme o esperado e 

formando clados no dendograma. Metabólito bruto extraído do isolado CEN277 (T. 

asperellum) foi analisado em HPLC e mostrou grande potencial quanto à inibição do 

crescimento micelial de S. sclerotiorum. As técnicas utilizadas com cromatografia líquida e 

MALDI TOF MS, embora iniciais, proporcionaram resultados interessantes e necessitam de 

mais dedicação para a obtenção de resultados conclusivos na identificação das moléculas 

envolvidas. 

Palavras-chave: Trichoderma, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, identificação 

molecular, seleção de agentes de biocontrole. 
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ABSTRACT 

Brazil stands out in the global scenario as one the leading producers of beans. However, many 

phytossanitary problems contribute to a reduction of yield, including white mold and sclerotia 

rot, caused by the fungi Sclerotinia sclerotiorum (SS) and Sclerotium rolfsii (SR) 

respectively, whith are recognized as major bean diseases. Biological control using 

Trichoderma has been proposed as a method of managing these diseases. Species of this 

genus are, of great agronomic interest and act as primary decomposers of organic material and 

are, also highlighted by the production of enzymes and metabolites with antifungal properties. 

For this reason, this study was conducted in order to identify Trichoderma isolates able to 

implement the biocontrol of these diseases. One hundred forty-nine isolates were tested in 

vitro and 50 of these were pre-selected and identified based on sequencing of the TEF and 

ITS regions of rDNA. Seven species of Trichoderma have been identified based on molecular 

characterization: T. harzianum, T. stromaticum, T. koningiopsis, T. asperellum, T. 

tomentosum, T. spirale and T. erinaceum. Among fifty isolates, 20 were tested under 

greenhouse conditions. Results of this study show that, in vitro, 10.6% of the isolates tested 

against SS and 14% against SR reached note 1 in paired culture; 15.33% of the isolates for SS 

and 4.6% for SR show elevated levels of antagonism regarding pathogen mycelial inhibition 

by non-volatile metabolits. From 20 isolates selected for studies under greenhouse conditions, 

four stood out compared to others, as promoting growth: CEN207 (T. koningiopsis), CEN188 

(T. spirale), CEN200 (T. koningiopsis) and CEN189 (T. spirale). The technique of 

identification by MALDI TOF MS was used with eight isolates of Trichoderma previously 

identified based on DNA sequencing, grouped according to the species, as expected forming a  

clade on the dendrogram. Crude metabolite extracted from the CEN277 (T. asperellum) was 

analyzed by HPLC and showed great potential for the inhibition of mycelial growth of S. 

sclerotiorum. The techniques used in liquid chromatography and MALDI TOF MS, although 

preliminars, have provided interesting results and motivate further studies to identils the 

involved molecule. 

Keywords: Trichoderma, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, molecular 

identification, selection of biocontrol agent. 
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INTRODUÇÃO 

 

O Brasil aparece no cenário mundial como principal produtor e também maior 

consumidor de feijão-comum (Phaseolus vulgaris L.). O consumo per capita da leguminosa 

no país vem aumentando ao longo dos anos e hoje está situado entre 16,0-19,0 

kg/habitante/ano.  A preferência do brasileiro é regionalizada, diferenciando-se quanto à cor e 

ao tipo de grão, embora os feijões do grupo carioca sejam aceitos em praticamente todo o país 

e, portanto, são os mais cultivados (MAPA, 2013). Essa cultura, de grande importância social 

e econômica, é explorada por diferentes tipos de produtores, nas diversas regiões do país, 

utilizando diferentes níveis tecnológicos. Entretanto, o maior volume produzido no país é 

atribuído aos pequenos produtores, que utilizam quase sempre mão de obra familiar e são 

responsáveis por quase 70% da produção nacional do grão (Silva & Wander, 2013). Nos 

últimos anos, a produção de feijão em várias épocas do ano, principalmente pelo advento da 

irrigação por aspersão, vem ganhando espaço nas grandes propriedades, onde essa leguminosa 

é cultivada principalmente em sistema de plantio direto e com alta tecnologia, incluindo o uso 

da colheita mecanizada (Kluthcouski et al., 2007). Graça as esse fato, verificou-se a 

profissionalização da produção de feijão, consequentemente, o aumento da produtividade. 

Fatores bióticos e abióticos podem interferir na produção. Dentre os principais fatores 

da baixa produtividade do feijoeiro, encontram-se as doenças causadas por patógenos que 

habitam o solo e que podem provocar prejuízos severos, chegando a até 100% de perda na 

produtividade da cultura (Barbosa & Gonzaga, 2012). Estas doenças constituem um complexo 

etiológico caracterizado pelas podridões e murchas, que causam redução de estande e vigor 

das plantas, comprometendo, desta forma, a produtividade da cultura (Bernardes et al., 2010). 
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Dentre as principais doenças que acometem a cultura do feijão cita-se o mofo branco, 

causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Esse patógeno possui importância 

mundial por ocorrer em regiões temperadas, subtropicais e tropicais, além de ser um fungo 

polífago, abrangendo 408 espécies e 278 gêneros de plantas hospedeiras (Bolton et al., 2006). 

A podridão de escleródio ou murcha de escleródio, causada por Sclerotium rolfsii 

Sacc., é também uma doença importante, que afeta uma vasta lista de espécies de plantas 

hospedeiras, dentre estas o feijão (Punja, 1985; Punja & Rahe, 1993). É ainda conhecida 

como podridão do colo do feijoeiro e pode causar tombamento de mudas e podridão do coleto 

e raízes, resultando em murcha, o que, na maioria das vezes, culmina com a morte da planta 

(Martins et al., 2010). 

Para o controle dessas doenças, o tratamento químico é  fortemente recomendado em 

tratamento das sementes. Em contraste, o tratamento biológico com microrganismos 

benéficos, em tratamento de sementes, é muito pouco conhecido (Bernardes et al., 2010). 

Espécies de Trichoderma spp. são consideradas eficientes antagonistas contra uma série de 

fungos fitopatogênicos. De acordo com Melo (1998), a ação de Trichoderma spp. ocorre por 

meio da ação isolada ou conjunta dos três principais  mecanismos: parasitismo, antibiose e 

competição. 

Trichoderma é um microrganismo naturalmente encontrado no solo, e apresenta 

importante função ecológica, participando da decomposição e mineralização dos resíduos 

vegetais contribuindo com a disponibilização de nutrientes para as plantas. Ele é considerado, 

também, um biofungicida natural, que reduz em até 100% as chances de fungos 

fitopatogênicos atingir a cultura (Menezes et al., 2007). 

A identificação de Trichoderma é originalmente baseada em características 

morfológicas (Rifai, 1969; Bisset, 1984; 1991a; 1991b; 1991c). Métodos moleculares 

baseados na análise de DNA são ferramentas muito úteis, pois são capazes de determinar o 
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polimorfismo existente (Kistler et al., 1987) em espécies e entre espécies de fungos. A análise 

macromolecular baseada nos ácidos nucléicos tem sido usada para diferenciar entre e dentro 

de espécies agregadas de Trichoderma, podendo demonstrar a diversidade genética de 

isolados (Hermosa et al., 2000). Outros métodos taxonômicos complementares à morfologia 

incluem estudos de metabólitos secundários, que mostram uma grande diversidade neste 

gênero (Okuda et al., 1982). Características fisiológicas detectáveis em placas de 

microtitulação podem eventualmente proporcionar um sistema útil para a identificação. Os 

perfis de isoenzimas têm sido utilizados como uma ferramenta taxonómica eficaz 

(Leuchtmann et al., 1996). Os dados moleculares, particularmente sequências da região ITS e 

técnicas de impressões digitais tem, nos últimos anos, permitido uma melhor resolução a 

níveis taxonômicos (Fujimori & Okuda, 1994; Muthumeenakshi et al., 1994). 

A técnica de MALDI TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption⁄Ionisation Time-

Of-Flight Mass Spectrometry) é uma técnica espectral que pode ser aplicada na análise da 

composição química celular dos microrganismos, gerando rapidamente uma impressão 

“digital” para identificação microbiana (Santos et al., 2012). O arsenal metodológico hoje 

existente permite a identificação de isolados de Trichoderma com potencial de uso na 

inovação tecnológica, especialmente na produção de biofungicidas e inoculantes, 

beneficiando a agricultura com vantagens para o meio ambiente, na medida em que esses 

fungos forem adequadamente caracterizados, avaliados e prospectados quanto à produção de 

metabólitos secundários. 

 

 



6 

OBJETIVOS 

 

 

Geral 

 

 Identificar e selecionar isolados de Trichoderma que apresentem potencial de 

biocontrole contra Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii. 

 

Específicos 

 

 Testar 149 isolados de Trichoderma em experimentos in vitro contra S. sclerotiorum e 

S. rolfsii. 

 Identificar 50 isolados de Trichoderma com base na caraterização molecular das 

regiões ITS1-5.8S-ITS2 do nuclear rDNA e do gene do Fator de elongação da 

tradução TEF-1α. 

 Testar a promoção de crescimento do feijoeiro por 20 isolados de Trichoderma em 

casa de vegetação. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Phaseolus pertence à família Fabaceae e possui mais de 50 espécies, todas 

originárias do Continente Americano.  Dessas, cinco são cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus 

L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greeman (Debouck, 1999). A 

espécie P. vulgaris (feijão comum) é a mais explorada comercialmente, ocupando posição de 

destaque no cenário agrícola nacional (Barbosa et al., 2010). 

O feijoeiro-comum é considerado uma cultura atípica, pois possibilita  três safras 

anuais. A produção de feijão é realizada por diferentes tipos de produtores nas diversas 

regiões do país, utilizando variados níveis tecnológicos. Entretanto, a agricultura familiar é 

apontada como maior responsável pelo abastecimento do mercado de feijão no país (Silva & 

Wander, 2013). 

O feijoeiro-comum, sendo cultivado durante todo o ano, é afetado por inúmeras 

doenças as quais, além de diminuir a produtividade da cultura, depreciam a qualidade do 

produto. As principais doenças fúngicas que afetam a cultura são: antracnose, mancha 

angular, mofo branco, ferrugem, alternaria e as murchas de fusarium e de sclerotium, entre 

outras. 

Sclerotinia, especialmente S. sclerotiorum, causam doenças destrutivas a diversas 

culturas. A característica de Sclerotinia spp. na planta infectada é o crescimento micelial 

branco de aspecto cotonoso nos órgãos da planta que depois desenvolve corpos de resistência 

chamados de esclerócios (Agrios, 2005). O fungo pode afetar toda parte área da planta, 

causando lesões inicialmente pequenas e aquosas. Estas lesões rapidamente aumentam de 

tamanho, tomando todo o órgão afetado. Com o desenvolvimento da doença, as partes 

afetadas perdem a cor, tornando-se amareladas e depois marrons, produzindo uma podridão 
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mole nos tecidos que provoca a morte de ramos. Nesta fase, observa-se que o micélio branco 

apresenta engrossamentos, que são os escleródios em formação. Estes são inicialmente 

brancos e tornam-se negros quando maduros. Vagens afetadas podem conter escleródios e as 

sementes infectadas são descoloridas ou recobertas pelo micélio branco, podendo ser menores 

que o normal (Kimati et al., 2011).  

Sclerotinia sclerotiorum pertence ao filo Ascomycota e produz apotécios de 2-10 

mm de diâmetro, com formato chato a côncavo quando jovens. Os ascos são cilíndricos, 

medindo 7 a 10 μm de diâmetro por 112 a 156 μm de comprimento. Os ascósporos são 

elipsóides, hialinos, com dimensões de 4-6 x 9-14 μm. O patógeno forma escleródios pretos 

irregulares, com 2-15 x 2-30 mm, os quais podem germinar e produzir micélio ou apotécios. 

O fungo coloniza órgãos da planta através de ascósporos e micélio. Temperaturas entre 11-

20
º
C e solo úmido por mais de uma semana são condições propícias para tal doença. Clima 

frio e úmido em lavouras fechadas promove condições para que os apotécios permaneçam 

esporulando por 5-10 dias. Os ascósporos são ejetados e a maioria fica aderida à parte aérea 

das plantas, mas alguns podem ser levados pelo vento a vários metros de distância (Kimati et 

al., 2011). Na primavera ou início do verão, escleródios germinam e produzem hastes finas 

que terminam em um pequeno disco ou em forma de taça denominada apotécio (Agrios, 

2005). 

O mofo branco desenvolve-se numa faixa de temperatura entre 5-30
º
C, com ótimo 

em torno de 25
º
C. No entanto, a umidade é o fator climático mais importante para o 

desenvolvimento da doença. Os escleródios sobrevivem no solo por 6 a 8 anos. A 

disseminação do fungo ocorre por transporte aéreo dos ascósporos e transporte dos 

escleródios pelas sementes e água de irrigação. Sementes infectadas parecem ter papel 

importante no início da doença. S. sclerotiorum ocorre em vários países, principalmente nas 

regiões de clima temperado e subtropical. É bastante destrutiva e no caso do feijoeiro pode ser 
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problema sério em áreas com histórico da doença na safra irrigada de inverno. O patógeno 

possui mais de 300 espécies hospedeiras (Kimati et al., 2011). 

A rotação de cultura com gramíneas pode ajudar a reduzir o inóculo inicial. 

Recomenda-se ainda o plantio de sementes sadias. Uma vez que a doença é favorecida por 

alta umidade, deve-se ter especial atenção ao controle de irrigação, evitando o encharcamento. 

Recomenda-se procurar condições que aumentem a aeração da lavoura, facilitando a 

circulação do ar e a penetração dos raios solares. Assim, espaçamentos maiores, menor 

densidade de semeadura e cultivares com porte ereto e arquitetura aberta são medidas 

importantes. O uso de fertilizantes nitrogenados deve ser feito com moderação para evitar 

crescimento excessivo e entrelaçamento das plantas, o que aumenta a umidade. Os fungicidas 

benomyl, vinclozolin e procimidone têm sido recomendados no controle da doença (Kimati et 

al., 2011). 

A murcha de sclerotium causada pelo fungo Sclerotium rolfsii Sacc. é também 

chamada de podridão do colo e está distribuída em regiões de clima tropical e subtropical, em 

locais onde ocorrem temperaturas altas e umidade seguida de períodos de seca. O patógeno 

afeta um grande número de hospedeiros em diversos gêneros de plantas cultivadas e 

silvestres. Os sintomas iniciam-se por lesões marrons e aquosas sobre o colo. As lesões 

avançam, produzindo escurecimento e podridão do caule, resultando em destruição do córtex 

e da raiz principal. Os sintomas reflexos ocorrem na parte aérea na forma de amarelecimento 

das folhas baixeiras, seguindo em direção às folhas superiores. Plantas severamente afetadas 

têm o colo estrangulado, o que provoca murcha da parte aérea, seca, queda de folhas e morte 

da planta. Em condições de alta umidade, aparece um crescimento micelial branco sobre o 

colo da planta, que pode se desenvolver também sobre o solo adjacente. Sobre este micélio 

vigoroso formam-se escleródios esféricos, inicialmente brancos e posteriormente escuros. 
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Plântulas em emergência também podem ser afetadas, provocando redução do estande 

(Kimati et al., 2011). 

S. rolfsii caracteriza-se pela produção de micélio vigoroso e grampos de conexão nas 

hifas. Produz escleródios globosos, pequenos, medindo 0,5-1,5 mm de diâmetro. Os 

escleródios podem sobreviver no solo por no mínimo 1 ano. A fase teleomórfica corresponde 

ao basidiomiceto Athelia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbrough, mas este é raramente observado. A 

sobrevivência ocorre por meio do micélio em matéria orgânica e pelos escleródios presentes 

no solo. Água de irrigação, implementos agrícolas, esterco e sementes podem disseminar o 

fungo. Os escleródios germinam entre l0-35
º
C, mas as condições ideais para o 

desenvolvimento da doença são alta umidade e temperaturas ao redor de 30
º
C. A germinação 

dos escleródios diminui com o aumento da profundidade no solo. A faixa de pH ideal para a 

germinação está entre 2,6 e 4,4, mas pode ocorrer entre 2,6 e 7,7. Além disso, a germinação é 

induzida pela presença de compostos voláteis que emanam de restos de cultura no solo, uma 

vez que o fungo necessita crescer saprofiticamente sobre substrato orgânico antes de atuar 

como patógeno. S. rolfsii é favorecido por ferimentos no hospedeiro, mas pode invadi-lo por 

penetração direta, geralmente próximo à superfície do solo (Kimati et al., 2011). 

No controle da doença algumas medidas podem ser tomadas para reduzir os danos 

causados pela doença, como por exemplo, a rotação de cultura com cereais reduzindo-se o 

inóculo presente no solo. Deve-se eliminar plantas daninhas suscetíveis ao patógeno e destruir 

e incorporar os restos de cultura. O plantio deve ser feito em solos com boa drenagem, 

evitando-se plantios densos e em solos áridos. A redução da severidade da doença em solos 

pobres e áridos tem sido conseguido através de adubação equilibrada e calagem do solo, além 

do uso de variedades tolerantes como Rio Tibagi (Kimati et al., 2011). 

O uso intensivo de agrotóxicos para o controle de doenças tem afetado o meio 

ambiente. A preocupação da sociedade com o impacto da agricultura no ambiente e a 
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contaminação da cadeia alimentar com pesticidas vem alterando o cenário agrícola, resultando 

na presença de segmentos de mercado ávidos por produtos diferenciados (Bettiol & Ghini, 

2001). Este fator favorece o uso do controle biológico no controle de doenças fitopatogênicas 

que, além de mitigar os efeitos adversos da agricultura sobre o meio ambiente e qualidade da 

água, promove a segurança alimentar e a saúde dos trabalhadores.   

Segundo Bettiol (1991), controle biológico de doenças de plantas é resultado da ação 

de um microrganismo sobre outro microrganismo. O antagonista pode atuar por meio de 

antibiose, parasitismo, competição, predação ou hipovirulência (Cook & Baker, 1983). O 

controle biológico, para sua maior eficiêcia deve ser acompanhado por um conjunto de 

práticas culturais para criar um ambiente favorável aos antagonistas e à resistência da planta 

hospedeira. 

Weindling & Fawcett (1936), deram inicio aos trabalhos com fungos antagonistas 

contra patógenos do solo. Foram pioneiros e utilizaram Trichodema no controle de doenças 

do citros provocadas por Rhizoctonia solani. Entre os principais fungos utilizados como 

agente de biocontrole se destacam Trichoderma spp. por serem antagonistas eficazes contra 

uma gama de patógenos de solo, entre os quais, Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii 

(Melo, 1998; Louzada et al., 2009), Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (Carvalho et al., 

2011), Verticillium dahliae (Isaias et al., 2014). 

O gênero Trichoderma é amplamente distribuído em todo o mundo e ocorre em quase 

todos os tipos de solo e outros habitats naturais, especialmente nos constituídos por matéria 

orgânica. A abundância de Trichoderma, em diferentes solos, pode estar relacionada a suas 

características peculiares, como capacidade para degradar diversos substratos orgânicos, 

versatilidade metabólica, resistência aos inibidores microbianos e  capacidade de sobreviver 

em diferentes nichos ecológicos. Dentro de espécies desse gênero podem ser encontrados 
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variantes com distintos níveis de importância como agentes de biocontrole (Papavizas, 1985; 

Harman et al., 2004; Rosa & Herrera, 2009; Consolo et al., 2012). 

Face ao que foi dito, não causa surpresa o fato de espécies de Trichoderma 

representarem o grupo de microrganismos mais estudado e utilizado como antagonistas. 

Trichoderma é um fungo natural do solo, encontrado especialmente em solos orgânicos, que 

pode viver saprofiticamente ou parasitando outros fungos (Melo, 1998). Dessa forma, 

espécies desse gênero possuem grande importância agronômica e atuam como 

decompositores primários de matéria orgânica; destacam-se pela produção de metabólitos e 

enzimas com propriedades antifúngicas (Harman et al., 2004), com potencial para a indústria 

farmaceutica e de bioensaios agrícolas. Segundo Van Driesche & Bellows (1996), organismos 

desse gênero de fungos, utilizam basicamente quatro mecanismos de ação no controle de 

fitopatógenos: micoparasitismo, antibiose, competição e a indução de mecanismos de defesa 

da planta. 

Atuação de Trichoderma por micoparasitismo – O parasitismo é a relação nutricional 

entre dois seres vivos em que um deles, obtém todo ou parte de seu alimento às custas do 

outro (Amorin et al., 2011; Benítez et al., 2004). Uma das características mais marcantes de 

Trichoderma é a sua capacidade de parasitar outros fungos (Howell, 2003). Weindling & 

Fawcett (1936) & Harman et al., (2004) descreveram com detalhes o mecanismo de 

micoparasitismo de hifas de Rhizoctonia solani por hifa do agente de biocontrole, incluindo 

enrolamento em torno da hifa do patógeno, penetração e subsequente dissolução do 

citoplasma do hospedeiro. Segundo Amorin et al., (2011), após reconhecimento do patógeno, 

T. harzianum  pode expressar genes de defesa como quitinases e beta glucanases, enzimas 

degradadoras de quitina e beta glucana, dois açucares componentes da parede celular de 

fungos verdadeiros. As enzimas produzidas podem alterar a permeabiliade da membrana e/ou 

degradar a parede celular, o que facilita a entrada das hifas de Trichoderma no lúmem das 
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hifas do fungo parasitado e assimilação do conteúdo da parede celular (Benítez et al., 2004). 

Concomitantemente podem ser produzidas substâncias com propriedades antibióticas, como 

alguns peptabólitos, que consistem em uma grande família de produtos naturais, lineares, 

biossintetizado por diferentes fungos, principalmente pelos fungos do gênero Trichoderma 

que são os principais produtores dessa classe de compostos, estes contém 7-20 resíduos de 

aminoácidos como característica, um grupo N- terminal acilado, um C- terminal amino álcool 

e um alto teor de 2-amino-isobutírico (AIB), conforme descrição de Reino et al. (2008).  

Atuação de Trichoderma por antibiose – É a interação entre organismos na qual 

indivíduos de uma população secretam metabólitos capazes de inibir ou impedir o 

desenvolvimento dos indivíduos de outra espécie. Esses metabólitos são usualmente 

denominados antibióticos. Espécies do gênero Trichoderma são capazes de secretar mais de 

100 diferentes tipos de antibióticos que são capazes de inibir o crescimento de diferentes 

patógenos (Amorin et al., 2011). Ainda, alta capacidade de biocontrole deve-se a produção de 

enzimas líticas extracelulares degradadoras da parede celular de muitos fungos, tais como 

quitinases, celulases, β-1,3-D-glicanases, β-1,4-glicosidase e proteases. Sabe-se, atualmente, 

que essas enzimas estão envolvidas diretamente no processo de parasitismo (Ridout et al., 

1986; Elad et al., 1982). A maioria das espécies de Trichoderma produzem metabólitos 

tóxicos voláteis e não-voláteis, os quais atuam na supressão da colonização do organismo 

atingido. Metabólitos voláteis são substâncias que entram facilmente na fase gasosa e em sua 

maioria são lipídeos solúveis oriundos de vias primárias e sucundárias do metabolismo de 

fungos (Pagans et al., 2006). Dentre esses voláteis e não-voláteis, são conhecidos: ácido 

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

viridina e massoilactona (Benítez et al., 2004). 
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Atuação de Trichoderma por competição – Envolve a interação entre dois ou mais 

organismos na disputa por nutrientes e por espaço. A competição por espaço se dá, 

principalmente, pela ocupação dos sítios de colonização e a competição por nutrientes, 

principalmente pelos três elementos essenciais para a maioria dos patógenos: carbono, 

nitrogênio e ferro (Paulitz, 1990).  A capacidade de competir pela ocupação dos locais de 

infecção do patógeno é um requisito para qualquer agente de controle biológico. Trichoderma 

além de competir por sítios de infecção, tem mostrado habilidade na colonização de raízes de 

plantas como verdadeiros simbiontes, adiantando-se à chegada dos patógenos (Harman et al., 

2004). Assim, competição é considerada um dos mecanismos de ação mais eficientes 

exercidos por espécies do gênero Trichoderma (Jacobs & Gray, 2003; Benítez et al., 2004). 

Indução de resistência por Trichoderma – É um mecanismo na qual a planta se 

defende da agressão por fitopatógenos produzindo diferentes substâncias tais como lignina, 

fitoalexina e compostos fenolíticos (Bailey, 1985; Harman et al., 2004). Algumas espécies de 

Trichoderma são capazes de ativar mecanismos de resistência em plântulas de pepino. Outras 

plantas também respondem à inoculação de Trichoderma com a ativação de mecanismos de 

defesa (Amorin et al., 2011). A capacidade de isolados de Trichoderma proteger plantas 

contra patógenos radiculares tem sido atribuída a um efeito antagônico contra o agente 

patogênico invasor. No entanto, estas associações raiz-fungo também estimulam a planta a 

ativar mecanismos de defensa (Harman et al., 2004). 

Até 1998 acreditava-se que os principais mecanismos de ação do controle biológico 

fossem a antibiose e o micoparasitismo, embora Trichoderma tenha habilidades para 

aumentar o crescimento das plantas e induzir resistência à planta (Harman & Kubicek, 1998). 

Agora sabe-se que grande parte ou a maioria das atividades de biocontrole desses fungos é 

através da suas habilidades para induzir resistência sistêmica a doenças (Howell, 2006; 

Shoresh et al., 2010). 
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Alguns isolados de Trichoderma também atuam como estimuladores do crescimento 

vegetal, por meio da solubilização de fosfato e outros minerais, colocando-os disponíveis para 

as plantas (Harman, 2000; Vinale et al., 2008). Tais substâncias apresentam propriedades de 

induzir a elongação celular nos vegetais superiores (Taiz & Zeiger, 2006). Efeitos negativos 

de Trichoderma em plantas são raros embora Carvalho et al., (2006) relataram produção de 

metabólitos tóxicos a coleóptilos de trigo por T. viride. Carvalho Filho et al. (2008) em seu 

estudo com Trichoderma em eucalipto, não verificou o incremento na promoção do 

crescimento. Esses resultados sugerem que a promoção de crescimento de plantas depende 

fortemente da interação isolado e espécie vegetal. 

Os produtos biológicos à base de Trichoderma podem ser aplicados, tanto em 

tratamento de sementes como nos sulcos de plantio, ou agregados ao substrato ou ainda por 

meio de pulverizações da parte aérea das plantas, seguindo as recomendações do fabricante. 

Há informações de que Trichoderma porporciona uma redução dos gastos com o controle das 

doenças do feijoeiro que chega a 40%.  Porém, isso é altamente variável, dependendo do 

clima, método de aplicação e das characterísticas particulares de cada produto (Mello, 

comunicação pessoal).  

Trichoderma é a fase imperfeita de Hypocrea, portantopertence ao Reino Fungi, Filo 

Ascomycota, Classe Ascomycetes, Ordem Hypocreales e Família Hypocreaceae (Index 

Fungorum, 2014). 

A taxonomia de Trichoderma é bastante complexa e isso se deve ao fato de que, no 

gênero, as características morfológicas que definem uma espécie são muito variáveis. Por isso 

tem sido utilizado pelos taxonomistas o termo espécie agregada (Samuels, 1996), ou grupo de 

espécies morfologicamente muito semelhantes, que hoje se sabe que são polifiléticas. 

Inicialmente, nove espécies foram propostas (Rifai, 1969), com base em caracteres 

microscópicos (T. viridi Persoon, T. aureoviride Rifai, T. koningii Lieckfeldt, T. harzianum 
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Rifai, T. longibrachiatum Bisset, T. polysporum Link e T. glaucum Rifai.). Estas mais tarde 

foram elevados ao nível de seção por Bisset (1984, 1991a, b, c), a saber: seções Trichoderma, 

Longibrachiatum, Saturnisporum e Pachybasium. 

Devido ao isolamento de algumas espécies de Trichoderma a partir de ascósporos do 

gênero Hypocrea, estas são atualmente classificadas como formas anamórficas desse gênero 

(Samuels, 1996). As espécies de Trichoderma são caracterizadas por apresentarem rápido 

crescimento de colônia, atingindo 9 cm de diâmetro após quatro dias de cultivo em meio de 

cultura (Esposito & Silva, 1998). As colônias podem se apresentar dispersas e flocosas ou 

compactadas em tufos. O tamanho e o formato dos conídios são muito variáveis e de limitado 

valor taxonômico. É observada nas espécies de Trichoderma a existência de clamidósporos, 

os quais são esporos assexuais originados pela modificação de segmentos de hifas, podendo 

ser intercalares ou terminais. Os conídios podem ser verdes, amarelos ou de tons verdes 

amarelados e ainda incolores. Não existem em Trichoderma conidióforos bem definidos 

(Samuels, 1996), sendo os conídios formados nas extremidades das fiálides em determinadas 

hifas diferenciadas. Os conídios tendem a se agregar em massas, sendo estes agregados 

formados em hifas contendo fiálides. Em algumas espécies do gênero existe uma dependência 

de luz para esporulação (Gressel & Hartmann, 1968). 

A homoplasia de caracteres dificulta a determinação morfológica dos táxons e isto 

freqüentemente resultou em erros na designação de espécies em Trichoderma (Kovacs et al., 

2004; Wey et al., 1994). Consequentemente, a maioria dos estudos recentes têm utilizado 

dados moleculares para caracterizar e identificar espécies de Trichoderma. A caracterização 

molecular e análise filogenética permitiram que cepas de T. harzianum originalmente 

identificadas como da mesma espécie, fossem distribuídas em diferentes espécies agrupadas 

em seções e grupos distintos (Kubicek et al., 2003; Kraus et al., 2004; Jaklitsch et al., 2005). 

A classificação taxonômica ou identificação de fungos tem sofrido grandes avanços nas 
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últimas décadas, principalmente na adoção de abordagens moleculares (Hibbett et al., 2007). 

  todos moleculares  aseados na an lise de DNA, são ferramentas muito  teis nos estudos 

de filogenia de fungos e na diferencia ão de esp cies, formae speciales, ra as e isolados 

  umarae    ousa, 2002 , pois são capa es de determinar o polimorfismo e istente entre as 

sequ ncias de nucleot deos dos organismos (Kistler et al., 1  7 . A an lise macromolecular 

 aseada nos  cidos nucl icos tem sido usada para diferenciar entre e dentro dos agregados de 

Trichoderma, podendo demonstrar a di ersidade gen tica de isolados indi iduais (Hermosa et 

al., 2000).  

Atualmente são 220 espécies de Trichoderma (Index Fungorum, 2014). A utilização 

de ferramentas moleculares resultou na expansão do número de espécies reconhecidas de 

Trichoderma (Druzhinina & Kopchinskiy, 2008). Embora quase todas as alterações com base 

molecular atuais derivam de comparação de sequências de genes, tecnologias com perfil 

molecular alternativos, como ionização e dessorção a laser assistida por matriz – tempo de 

vôo espectrometria de massa (MALDI-TOF MS - Matrix Assisted Laser Desorption 

Ionization – Time Of Flight – Mass Spectrometry) pode permitir identificações rápidas a 

baixo custo e confiáveis, para uma vasta gama de microrganismos (Santos et al., 2010; 

Croxatto et al., 2012), incluíndo Trichoderma (De Respinis et al., 2010; Samuels et al., 2010). 

A técnica MALDI-TOF MS vem sendo usada na caracterização e identificação de 

microrganismos há vários anos. Com essa técnica, gera-se um tipo de impressão digital de 

cada molécula, já que cada uma tem seu próprio perfil espectrômetro, constituíndo assim, 

assinaturas únicas para cada microrganismo e que são, portanto, ideais para uma correta 

identificação microbiana aos níveis de gênero e espécie (Croxatto et al., 2012). Trata-se de 

uma ferramenta importante para fins taxonômicos e envolve procedimento rápido (Keller et 

al., 2008). As características fenotípicas analisadas variam de acordo com meios de cultura e 

tempo de incubação (Carbonnelle et al., 2011; Valentine et al., 2005). Muitos parâmetros 
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experimentais podem ter um efeito importante sobre os espectros de massa observados (Wang 

et al., 1998). A reprodutibilidade é dependente do instrumento MALDI-TOF MS, matriz 

utilizado, a idade do microorganismo, a amostra: proporção da matriz, a concentração da 

amostra, o meio de cultura e condições de crescimento (Valentine et al., 2005). Os espéctros 

de massas são obtidos e processados por softwares específicos, Flexanalysis® (Bruker 

Daltonics/BD, Alemanha/EUA) ou Myla (BioMérieux, França), e posteriormente são 

comparados ao banco de dados que contêm espectros de refer ncia  ER  ou “super espectros” 

para a identificação de espécie. O banco de dados mais recente da Bruker Daltonics/BD 

(Alemanha/EUA) é o Biotyper 3.2.1.0, que contém 82000 ERs que contemplam cerca de 2000 

espécies de bactérias e leveduras. 

A matriz assistida de laser dessorção/ionização de tempo de vôo em espectrometria de 

massa (MALDI-TOF MS) é um método rápido, preciso e eficaz em termos de custos de 

caracterização microbiana e identifica ão. Esta t cnica tem sido usada como uma a ordagem 

fenot pica para a identifica ão r pida de fungos (Santos et al., 2010). Sua aplicação vem 

sendo bem sucedida na diferenciação de espécies de Trichoderma, Aspergillus, Fusarium, 

Aspergillus, Emericella, Fusarium, Geosmithia, Neosartorya, Penicillium, Pseudallescheria, 

Scedosporium, Talaromyces, Fomitopsise (Santos et al., 2010; De Respinis et al., 2010; Del 

Chierico et al., 2012). 

Uma vez ajustados os parâmetros, a identificação de microorganismos pela técnica do 

MALDI-TOF MS é realizada levando em consideração os espectros, que variam entre os 

microorganismos, e alguns espectros são específicos componentes moleculares para 

determinados gêneros e espécies (Bille et al., 2012; De Respinis et al., 2010 & Tonolla et al., 

2010).  O método consiste na deposição de uma determinada amostra em uma matriz capaz de 

fornecer prótons (ou H
+
) para o processo de ionização dos componentes da amostra. Quando 

esta matriz absorve a energia emitida por um laser, ocorre a transferência de prótons da matriz 
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para os componentes da amostra e ao mesmo tempo desencadeia-se um processo de 

dessorção, o que possibilita a passagem da amostra do estado sólido para o gasoso. Dessorção 

é um fenômeno pelo qual uma substância é liberada através de uma superfície (Goulart & 

Resende, 2013). 

Finalmente, cabe enfatizar que várias técnicas têm sido utilizadas para esclarecer 

circunscrições de espécies em Trichoderma (Gams & Bissett, 1998; Samuels et al., 1998). 

Abordagens multidisciplinares utilizadas para classificar Penicillium, Fusarium e Alternaria 

foram bem sucedidas (Frisvad, 1998) e têm sido sugeridos também para Trichoderma 

(Samuels, 1996). Nielsen et al., (1999) têm identificado estirpes de fungos através da 

aplicação de técnicas de análise de imagem química de matrizes cromatográficas totais de 

extratos bruto de culturas do fungo, que são separados por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (HPLC - High Performance Liquid Chromatography). Para a análise de 

componentes menores tem sido relatada a aplicação da técnica de HPLC em combinação com 

a espectrometria de massa em tandem (Poirier et al., 2007; Ruiz et al., 2007; Theis et al., 

2008; Ren et al., 2009). Portanto, existe atualmente um arsenal de técnicas importantes, de 

forma que a integração das características moleculares, proteômicas e fisiológicas, baseadas 

em testes in vitro, é um procedimento seguro para caracterizar e selecionar isolados de 

Trichoderma potencialmente úteis para o desenvolvimento de biopesticidas e inoculantes. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção dos isolados 

Inicialmente foram selecionados 150 isolados de Trichoderma da Coleção de 

Microrganismos para o Controle Biológico de Fitopatógenos e Plantas Daninhas da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia (Anexo 1). Os trabalhos foram conduzidos no 

Laboratório de Fitopatologia do Prédio de Controle Biológico. Os isolados foram reativados 

em placas de Petri contendo o meio de Batata-Dextrose-Ágar (BDA), confeccionado com 

caldo de 200 g de batata e 20 g de dextrose em 1 L de água destilada. As culturas dos fungos 

foram incubadas a 25ºC com fotoperíodo de 12 horas. Nos ensaios em que Trichoderma spp. 

foram testados como agentes de biocontrole, empregaram-se os isolados CEN217 de 

Sclerotinia sclerotiorum e CEN216 de Sclerotium rolfsii,  ambos obtidos  de feijoeiro com 

sintomas de mofo branco e podridão do colo, respectivamente. 

 

Culturas Monospóricas 

Para a obtenção das culturas monospóricas dos isolados de Trichoderma, plaquearam-

se diluições seriadas de suspensão de esporos em placas de Petri contendo o meio BDA. Após 

incubação por no mínimo 8 h no escuro, esporos germinados foram transferidos 

individualmente para outras placas contendo o mesmo meio.  

 

Pareamento de culturas de Trichoderma contra Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium 

rolfsii 

O potencial antagônico dos 150 isolados de Trichoderma contra S. sclerotiorum e S. 

rolfsii foi avaliado em confronto direto, utilizando o método de pareamento de culturas em 
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placas de Petri, de acordo com Dennis & Webster (1971a). A multiplicação inicial, tanto dos 

isolados de Trichoderma quanto do patógeno foi realizada em placas contendo o meio BDA, 

acondicionadas em câmara Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) a 25 
o
C com fotoperíodo 

de 12 horas, durante sete dias. Discos (5 mm de Ø) retirados das culturas puras do patógeno e 

do antagonista foram depositados diametralmente opostos em placas contendo o mesmo meio 

e incubados nas mesmas condições descritas acima. Como testemunha, foram preparadas 

placas de BDA contendo somente o patógeno. Foram estabelecidas três repetições por 

tratamento (isolado do antagonista) e o experimento foi conduzido duas vezes com 

delineamento inteiramente casualizado. As avaliações foram realizadas aos sete dias de 

cultivo, atribuíndo-se notas de acordo com escala estabelecida por Bell et al. (1982), descrita 

a seguir (Figura 1). 

(1) sobreposição de Trichoderma, que colonizou toda a superfície do meio. 

(2)- sobreposição de Trichoderma, que colonizou pelo menos 2/3 da superfície do meio. 

(3) Trichoderma e patógeno colonizaram mais que 1/3 e menos que 2/3 da superfície do meio. 

(4) patógeno colonizou ao menos 2/3 da superfície do meio, sem sobreposição por 

Trichoderma. 

(5) sobreposição do patógeno que colonizou toda a superfície do meio. 

 

Figura 1: Representação da escala de notas. 
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Análise da interação de Trichoderma, Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii 

Pela técnica da microscopia eletrônica de varredura (MVE) foi possível averiguar a 

interação entre isolados de Trichoderma e os patógenos alvos deste estudo, utilizando 

amostras provenientes do ensaio de pareamento de culturas de oito isolados do antagonista. 

Discos de BDA (5mm Ø) provenientes de áreas de confronto entre as colônias foram 

removidos e colocados em tubos eppendorf com o micélio voltado para cima, sendo então 

fixados por 24 horas a  4ºC em uma solução contendo glutaraldeído 2% e paraformaldeído 2% 

em tampão cacodilato 0,1 M, pH 6,8. Seguiram-se duas lavagens em tampão cacodilato 0,1 M 

(pH 6,8) e foram, então, pós-fixados durante uma hora em tetróxido de ósmio (OsO4) 1%. 

Logo depois as amostras foram lavadas duas vezes em água Mili-Q autoclavada, seguindo-se 

a desidratação em gradiente crescente de etanol (10%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%) 

por duas vezes a cada 15 minutos. 

Para secagem ao ponto crítico, utilizou-se Elmitech Critical Point Drayer K850 a  uma 

corrente de 25mA e 1.10-2 mbar. As observações foram realizadas e fotodocumentadas ao 

Microscópio Eletrônico de Varredura DSM 962 no Laboratório de Microscopia da Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia. 

 

Efeito inibidor de metabólitos não-voláteis produzidos por Trichoderma contra S. 

sclerotiorum e S. rolfsii 

A realização desse ensaio foi baseada na metodologia descrita por Agrawal et al. 

(1977). Filtrados das culturas de Trichoderma foram incorporados ao meio da seguinte 

maneira. Para a obtenção de filtrados, cinco discos (5 mm Ø) contendo micélio de 

Trichoderma foram transferidos para frascos Erlenmeyer (250 mL de capacidade), contendo 

100 mL de meio batata-dextrose (BD). Após sete dias de cultivo em agitador orbital (Lab line 

Instruments, Inc., modelo 60160) a 150 rpm e temperatura de 25ºC, em ausência de luz, as 
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culturas foram filtradas com auxílio de bomba a vácuo. Cada isolado passou por duas 

filtrações, com 1 e 2 papéis de filtro. O filtrado foi colocado em tubos falcon e centrifugado 

por 12 minutos a 5867 x g rpm para retirar o excesso de esporos. A parte líquida foi 

esterilizada por filtração (filtro Millipore 0,45 μm . Cinco mililitros do filtrado de cada 

isolado foram acrescidos a 15 mL de BDA fundente contendo ágar a 28%, em placa de Petri. 

Após solidificação do meio, um disco de ágar (5 mm Ø) contendo micélio do patógeno foi 

depositado sobre o meio. Como testemunha, adicionaram-se 5 ml de água destilada 

esterilizada ao BDA fundente. As placas foram mantidas a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas, até 

a completa colonização do meio pelo patógeno, nas placas da testemunha, que foi observada 

no quinto dia. Tomaram-se, então, as medidas de diâmetro das colônias do patógeno.  

O experimento foi conduzido duas vezes, com três repetições em delineamento 

inteiramente casualizado (DIC), com três repetições para cada isolado de Trichoderma. 

 

Análise estatística 

Para a análise estatística elegeu-se o método de agrupamento de ligação média 

(UPGMA), utilizando como métrica a distância euclidiana, que possibilitou uma análise mais 

detalhada da similaridade das porcentagens de inibição promovidas pelo antagonista. 

 

Caracterização Molecular dos isolados de Trichoderma 

Extração de DNA 

Os isolados de Trichoderma foram cultivados em meio líquido. Para tanto, três discos 

de ágar (5 mm Ø) retirados de culturas desenvolvidas como descrito anteriormente foram 

transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL do meio 

BD. Após três dias de incubação a 25ºC em agitador orbital (Lab line Instruments, Inc., 



24 

modelo 60160 a 150 rpm), a massa fúngica foi coletada por filtração com auxilio de bomba a 

vácuo e macerada em nitrogênio líquido utilizando pistilo e almofariz de porcelana. O DNA 

genômico total foi extraído pelo método fenol-clorofórmio (Raeder & Broda, 1985), 

homogeneizando-se 50 mg de micélio macerado em 500 µl de tampão de extração Tris HCL 

(Invitrogen) 200 mM, EDTA (Vetec) 25 mM e SDS 0,5%  pH 7,0. Em seguida, foram 

adicionados 350 µl de fenol (Sigma – Aldrich) à amostra. Incorporaram-se, então, 150 µl de 

clorofórmio (Vetec), misturando gentilmente até a amostra apresentar o aspecto leitoso, 

iniciando-se nessa fase a degradação do material protéico. Esse material foi centrifugado a 

12.960 x g a 4°C por 30 minutos. Nessa fase removeram-se no máximo 750 µl da fase aquosa 

superior, sendo a amostra transferida para outro tubo eppendorf de 1,5 mL de capacidade. 

Acrescentaram-se 10 unidades de RNAse e incubou-se a amostra a 37°C por 15 minutos. Para 

eliminação das proteínas residuais, acrescentou-se igual volume de clorofórmio, misturando o 

conteúdo suavemente por inversão, seguindo-se novamente a centrifugação a 12.960 x g por 

10 minutos. Transferiu-se a fase aquosa superior para novos tubos e adicionou-se isopropanol 

(Vetec) gelado na proporção de 54% do volume da solução, para a precipitação do DNA. 

Efetuou-se nova centrifugação a 12.960 x g por 30 segundos e descartou-se o sobrenadante. 

Para a remo ão das impure as do DNA, o precipitado foi la ado duas  e es com 200 μl de 

etanol (Vetec) 70% a 4ºC e centrifugado por 1 minuto, sendo o sobrenadante descartado. 

Procedeu-se a secagem do precipitado de DNA em speedvac (Eppendorf Concentrator 5301) 

por 10 a 15 minutos, que em seguida foi ressuspendido em 50 μl de tampão TE  10 m  Tris-

HCl, pH 8,0 e 1 mM EDTA). O DNA assim purificado foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose (Invitrogen) 1% (5V/cm), corado em solução de brometo de etídio e fotodocumentado 

sob luz UV. A quantificação do DNA genômico total foi realizada por meio de comparação 

com marcador 1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen). 
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Amplificação por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) e sequenciamento 

Para caracterização taxonômica dos isolados de Trichoderma, utilizaram-se os pares 

de oligonucleot deos iniciadores IT 1  5’TTC CGT AGG TGA ACC TGC GG 3’  e IT 4  5’ 

TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’  White et al., (1990) e EF1-72 F  5’CAT CGA GAA 

GTT CGA GAA GG-3’  e TEF1-LLEre   5’AAC TTG CAG GCA ATG TGG-3’  Jaklitsch 

et al., (2006). A rea ão totali ou 25 μl tanto para ITS quanto TEF. Prepararam-se as amostras 

IT 1 com 4 μl com a concentra ão de 5 ng/μl de DNA, 2,5 de tampão 10X na concentração 

final de 1X, 0,5 μl de dNTP 10 m   0,2 mM de cada), 0,75 μl de  gCl2 50 mM, 

oligonucleot deos iniciadores 10 m  IT 1 e IT 4  0,5 m  cada , 0,125 μl de Taq DNA 

polimerase (5 U/μl  e  gua ultrapura para completar o  olume final da rea ão. As rea ões 

foram realizadas em termociclador MJ Research, INC. PTC – 100MT, sob as seguintes 

condições térmicas: 94ºC por 4 minutos, 39 ciclos de 94ºC por 1 minuto, 56ºC por 1 minuto, 

72ºC por 1 minuto e 72ºC por   minutos. Para TEF, as amostras continham 1 μl com a 

concentra ão de 5 ng/μl de DNA, 2,5 de tampão 10X na concentração final de 1X, 0,5 μl de 

dNTP 10 mM (0,2 mM de cada), 0,75 μl de  gCl2 50 mM, oligonucleotídeos iniciadores 10 

m  EF e TEF  1 μl cada , 0,2 μl de Taq DNA polimerase  5 U/μl  e  gua ultrapura para 

completar o volume final da reação. As reações foram realizadas em termociclador Thermal 

Cycler – Esco (Escohealthcare) Swift MaxPro, sob as seguintes condições térmicas: 94ºC por 

5 minutos, 35 ciclos de 94ºC por 45 segundos, 60ºC por 45 segundos, 72ºC por 1 minuto e 

72ºC por 10 minutos. 

Ao final da reação, o produto foi mantido a 4ºC. Os fragmentos amplificados foram 

separados por eletroforese 5 V/cm em gel de agarose 1,0%, em tampão TBE 0,5X e 

posteriormente submetidos à eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) 1% (5 V/cm), 

corados em solução de brometo de etídio e fotodocumentados em luz UV. Os produtos 

obtidos pela PCR foram purificados e sequenciados (Empresa Macrogen Inc., Seoul, Korea do 
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Sul). Os iniciadores utilizados para a reação de sequenciamento foram os mesmos descritos 

anteriormente para as reações da PCR. 

Os eletroferogramas resultantes do sequenciamento automático foram analisados e as 

sequências contíguas, montadas com o auxílio do programa DNA BASER Sequence 

Assembly Software 2,93 (http://www.dnabaser.com/index.html). Pesquisas para a verificação 

da autenticidade de todas as sequências nucleotídicas foram realizadas utilizando-se dois 

bancos de dados genéticos, como a seguir: 1) Genbank - análise comparativa no banco de 

dados basic local alignment search tool (BLAST) do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Este utiliza o método heurístico 

para encontrar o melhor escore de alinhamentos locais entre a sequência submetida e o banco 

de dados; 2) busca na base de dados TrichOKEY e TrichoBLAST, específica para taxonomia 

de Trichoderma e seu teleomorfo Hypocrea (ISTH, http://www.isth.info/). Esta permite o 

diagnóstico de sequências nucleotídicas com ferramentas de busca por similaridade (DNA 

oligonucleotide barcode) e cobre a maioria das espécies geneticamente caracterizadas das 

espécies de Trichoderma/Hypocrea. 

 

Análise filogenética 

As sequências dos ITS1-5.8S-ITS2 e TEF-1α do rDNA foram analisadas pelo método 

da máxima parsimônia (MP), para a caracterização taxonômica e o estabelecimento das 

relações filogenéticas entre os isolados de Trichoderma analisados. As sequências ITS1-5.8S-

ITS2 e TEF-1α do rDNA de 51 isolados de Trichoderma foram alinhadas e corrigidas 

manualmente utilizando o programa BioEdit Sequence Alignment Editor v7.0.8.0, 1997-2007 

(Hall, 1999). Os gaps presentes no alinhamento original foram preservados e codificados 

separadamente utilizando o programa FastGap v1.2 (Borchsenius, 2007). A análise MP foi 

realizada utilizando o programa PAUP* v4.0b10, 2001 (Swofford, 2003). A busca heurística 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.isth.info/
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consistiu de 1.000 repetições utilizando a adição randômica dos táxons (Stepwise Addition). 

A troca de ramos foi realizada pelo algoritmo TBR (Tree bisection and reconnection) 

salvando as primeiras 1.000 árvores mais parsimoniosas. Na análise MP os indels foram 

tratados como newstate. O modelo de substituição nucleotídica mais apropriados ao 

alinhamento das sequências ITS1-5.8S-ITS2 e TEF-1α do rDNA foi o modelo GTR (General 

Time Reversible). O algoritmo Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC) foi iniciado a 

partir de uma árvore aleatória e seis Cadeias de Markov processadas para 1.000.000 gerações 

com amostras coletadas a cada 100 gerações. Nas análises, foram descartadas 25% das 

amostras iniciais (burn-in) e o restante utilizado para determinar as distribuições dos valores 

de probabilidade posterior. Os indels foram excluídos da análise. As árvores MP foram 

editadas com o auxílio do programa Fig Tree – Tree figure drawing toll v1.3.1 (Rambaut, 

2009) e Adobe Illustrator Cs5 v15.0.0.0. O outgroup utilizado para o enraizamento da árvore 

foi o isolado EU401551 (ITS) e EU401582 (TEF) da espécie T. longibrachiatum. 

 

MALDI - TOF MS 

Oito isolados de Trichoderma pertencentes à Coleção de Fungos para Controle 

Biológico de Fitopatógenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia foram utilizados neste trabalho por apresentarem alto nível de inibição micelial 

contra S. sclerotiorum e S. rolfsii e por pertencerem a diferentes espécies de Trichoderma. As 

culturas foram reativadas em placas de Petri contendo o meio BDA, como descrito 

anteriormente. Em seguida, discos de ágar contendo micélio dos isolados fúngicos foram 

transferidos para frascos Erlenmeyer (250 mL de capacidade), contendo arroz parboilizado 

(10g frasco
-1

), previamente umedecido (70% p.v
-1

) e autoclavado (121ºC; 20 min). Os frascos 

foram mantidos em BOD a 25ºC e fotoperíodo de 12 horas. No quinto dia de cultivo, 10 grãos 
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de arroz colonizado foram lavados com álcool 70% em tubos de ensaio e filtrados com o 

auxilio de algodão, sendo possível dessa forma separar esporos do substrato. Em seguida, a 

suspensão de esporos obtida foi transferida para tubos eppendorf, sendo então centrifugada a 

12.960 x g por 1 minuto e deixada secar por 1 hora em temperatura ambiente. 

Para gerar o perfil do espectro principal (main spectrum profile - MSP) foi utilizada 

metodologia desenvolvida por Lopes et al. (2014), na qual os pellets de conídios de cada uma 

das oito espécies de referência foram re - suspensas em 50 mL de ácido fórmico (70%), 

centrifugadas durante 1 min e, em seguida, submetidos a um ciclo de 15 minutos em banho 

maria tipo ultrassônica (original, modelo USC -1800). Em seguida, 50 mL de acetonitrila 

(100%) foram adicionados à mistura, que foi agitada em vortex durante 1 minuto e submetida 

a sonicação durante 15 minutos antes da centrifugação (12.960 x g durante 2 minutos). O 

sobrenadante foi diluído em água deionizada (1:10 v/v), e 1 µL do sobrenadante foi colocado 

diretamente sobre uma placa alvo de aço MSP96 (Bruker Daltonicks GmbH, Bremen, 

Alemanha). A amostra assim preparada foi deixada secar ao ar durante 15 min. Uma gota de 1 

mL de  cido α-ciano-4-hidroxicinâmico (CHCA) solução matriz previamente preparada por 

dissolução de 10 mg do pó de matriz (Bruker Daltonics GmbH) em 100 mL de ácido 

trifluoroacético (TFA) 3% + 400mL de água deionizada + 500 mL de acetonitrila foi, então, 

aplicada sobre a amostra seca e novamente aguardou-se por 15 minutos até secagem ao ar. As 

análises foram realizadas em espectrômetro de massa MicroFlex LRF MALDI - TOF (Bruker 

Daltonics GmbH) dotado de laser de azoto (337 nm), com intensidade entre 20 e 65% e 

operando em modo de aquisição helicoidal. Um extrato de proteína de Escherichia coli 

(Bruker Daltonics GmbH) foi usado para a calibração externa do equipamento. Cada espectro 

foi obtido após uma média de 240 disparos de laser (40 disparos de laser em seis diferentes 

posições à vista) a 60 Hz de frequência, e os sinais foram coletados automaticamente com a 

ferramenta AutoXecute do software de aquisição FlexControl (versão 3.3; Bruker Daltonics 
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GmbH) em uma faixa de massa entre 2000 e 20000 m/z no modo linear. Os espectros foram 

utilizados em análises posteriores, quando os picos apresentaram uma resolução superior a 

200. Vinte e quatro amostras independentes (três amostras de conídios coletados de oito 

culturas diferentes) foram analisadas. Os dados foram exportados automaticamente para o 

software Biotyper (versão 3.0; Bruker Daltonics GmbH) que é um banco de dados 

comercializado pela empresa Bruker Daltonics (Bremen, Alemanha) e cada espectro consenso 

incorporado na base de dados no perfil espectro principal (MSP). O espectro de consenso 

consiste de um perfil criado a partir dos picos obtidos por pelo menos 20 espectros recolhidos 

sob as mesmas condições, a partir de amostras independentes de qualquer dado isolado. O 

software mencionado realiza todos os alinhamentos de normalização de subtração da linha de 

base e as operações de colheita de pico, criando assim uma lista dos picos mais significativos 

(valores m/z) para cada espectro e as suas intensidades correspondentes. O pico de frequência 

em todos os espectros para a criação de MSP foi de pelo menos 25% (Lopes et al., 2014). 

Neste trabalho, foram realizadas três repetições para cada isolado, no intuito de averiguar se 

agrupamentos dos isolados se formariam em conformidade com a distinção das espécies 

previamente identificadas. 

 

Metabólitos secundários de Trichoderma asperellum 

Dentre os isolados estudados, escolheu-se o isolado de T. asperellum CEN277, com 

base no seu desempenho apresentado nos ensaios in vitro contra S. sclerotiorum e S. rolfsii. 

Previamente, esse isolado foi identificado por características morfológicas, sequenciamento e 

análise do fator de elongação TEF-1α. Os isolados dos fitopatógenos, CEN216 e CEN217 S. 

rolfsii e S. sclerotiorum, respectivamente foram utilizados nos testes de inibição. 
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Extração de metabólitos secundários de Trichoderma asperellum 

Para a extração dos metabólitos secundários produzidos, o isolado de T. asperellum foi 

cultivado meio líquido como descrito anteriormente. Frascos cônicos contendo 250 mL de 

meio autoclavado foram inoculados com sete discos (5 mm Ø) de BDA previamente 

colonizados com o antagonista. Os frascos contendo o meio de cultura e o fungo foram 

incubados em agitador orbital (Lab-line incubator-shaker, modelo NT 711) a 150 rpm, a 25ºC 

em ausência de luz por sete dias. Após este período, separou-se a parte líquida por filtração a 

vácuo com auxílio de papel filtro e esta transferida para tubo falcon (50mL) e centrífuga 

(centrífuga QUIMIS Q22t) por 12 minutos a 5867 x g. O líquido coletado foi esterilizado por 

passagem atra  s de mem ranas de 0,45 μm. Ao e trato o tido, foram adicionados 50 mL de 

acetato de etila (Merck) e 200 mL do extrato metabólico em um balão de decantação seguida 

por uma breve agitação manual. Após este processo, notou-se a formação de duas fases na 

solução (Figura 2). A fase superior foi coletada, filtrada com sulfato de magnésio anidro 

(Merck) e submetida ao rotaevaporador a 40°C. Após a evaporação completa do acetato de 

etila da amostra, coletou-se o extrato bruto, lavando-se o balão volumétrico do rotaevaporador 

com 4 mL de acetato de etila (1 mL em cada eppendorf) que posteriormente foi secado em 

speedvac em câmara com sílica gel para evaporação completa do solvente. O extrato bruto 

foi, então, ressuspendido em 1 mL de acetonitrila (Baker):água ultrapura (30%) e 

centrifugados a 12764 x g por 10 minutos, imediatamente antes de ser submetido à 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), conforme metodologia descrita por El-hassan 

et al. (2006). 
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Figura 2: Balão volumétrico mostrando a formação das duas fases: superior, o acetato de etila 

e inferior, o metabólito bruto. 

 

Purificação de compostos metabólicos 

Após todo o processo de extração do metabólito produzido pelo isolado CEN277 de T. 

asperellum, o extrato bruto foi submetido a uma coluna semi-preparativa de fase reversa C18 

HPLC (Grace Vydac, 218TP, dimensões 250 x 4,6 mm, 5 μm  conectada em uma pr -coluna 

(Grace Vydac, dimensões 7,5 x 4,6 mm). Para o processamento, a amostra foi dissolvida em 

acetonitrila 30% contendo pareador iônico TFA 0,1%. Para eluição, utilizou-se gradiente não 

linear de acetonitrila seguindo os passos: 5% em 5 min, 5-40% em 3 min, 40-70% em 27 min, 

60-90% em 5 min e 95% por 5 min. A taxa de fluxo foi de 1 mL por min. e as frações foram 

detectadas a 216 nm. As frações mais representativas e com maior intensidade foram 

coletadas separadamente em tubos eppendorf de 1,5 mL. Após a extração de cada fração, o 

material foi secado em speedvac e dilu do em 100 μl de acetonitrila 30%. Cada fra ão foi 

testada separadamente em papéis de filtro contra os patógenos, utilizando as concentrações de 

50 μg.mL
-1
, 100 μg.mL

-1
 e 200 μg.mL

-1
. 
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Avaliação das frações obtidas pela técnica de HPLC 

Para verificar a inibição do crescimento micelial de S. sclerotiorum e S. rolfsii em 

placas de Petri contendo meio BDA pelas frações coletadas nos procedimentos de HPLC, 

utilizou-se a técnica de discos de papel filtro. Esta técnica consiste na inserção de um disco de 

papel filtro de 5 mm de diâmetros previamente autoclavado no centro da placa de Petri de 9 

cm de diâmetro, adiciona-se 20 μl de cada fra ão meta ólica so re esses discos e inocula-se 

dois discos de BDA (5mm Ø) previamente colonizados com os patógenos, nas extremidades 

da placa (Figura 3). O experimento foi conduzido com três repetições de cada fração 

metabólica. A avaliação consistiu da medição dos diâmetros dos halos de inibição formados. 

Como testemunha (controle negativo), foi utilizada acetonitrila 30% (água:acetonitrila, 7:3). 

 

Figura 3: Testes de inibição do crescimento micelial de S. rolfsii e S. sclerotiorum por 

metabólitos purificados em HPLC de T. asperellum 
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Análises por Espectrometria de Massa 

As frações dos picos levados ao speedvac foram solubilizadas em acetonitrila 30% 

(água:acetonitrila 7:3) e misturadas com solução saturada de uma matriz constituída por ácido 

α-ciano-4-hidroxicinâmico (1:3), depositada em uma placa do tipo Anchorchip Var-384 e 

secas a temperatura ambiente. Os compostos tiveram suas massas moleculares exatas 

determinadas, utilizando um espectrômetro de massa do tipo MALDI-TOF MS Autoflex 

(Bruker Daltonics). A calibração foi realizada utilizando a própria matriz como calibrante. Os 

valores experimentais obtidos pelas análises do espectrômetro de massa foram comparados 

com uma base de dados de compostos metabólicos. 

 

 

Promoção de crescimento de Trichoderma em casa de vegetação 

 

Condições de cultura 

Vinte isolados de Trichoderma foram utilizados neste ensaio. As culturas, mantidas 

em nitrogênio líquido, foram reativadas como descrito nos ensaios anteriores.  

 

Avaliação da promoção de crescimento de Trichoderma spp. em casa de vegetação 

Os isolados de Trichoderma que apresentaram o melhor potencial antagônico nos 

ensaios anteriores foram avaliados quanto a promoção de crescimento, utilizando a cultivar 

carioca, em casa de vegetação. Os isolados utilizados constam na Tabela 1. 
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Tabela 1: Isolados de Trichoderma testados em casa de vegetação quanto a promoção de 

crescimento. 

Isolado Espécie Substrato/Local 

CEN002 T. stromaticum Moniliophthora perniciosa – Ilheus 

CEN129 T. harzianum Moniliophthora perniciosa - Itambuna 

CEN142 T. koningiopsis Solo do cerrado – Goiânia 

CEN143 T. harzianum Solo do cerrado – Goiânia 

CEN151 T. harzianum Solo de campo de milho – Orizona 

CEN152 T. harzianum Solo de campo de milho – Orizona 

CEN157 T. koningiopsis Solo de campo de arroz – Goiânira 

CEN160 T. asperellum Solo – Goiânia 

CEN163 T. asperellum Solo de campo de arroz – Goiânira 

CEN164 T. harzianum Solo – Goiânira 

CEN188 T. spirale Solo – Goiânia 

CEN189 T. spirale Solo – Goiânia 

CEN190 T. erinaceum Solo de campo de algodão – Acreuna 

CEN200 T. koningiopsis Solo raiz de Chrysomalanaceae  - Goiatins/Itacajá 

CEN207 T. koningiopsis campo de Myrtaceae - Recanto das Emas 

CEN208 T. koningiopsis Solo de campo de copaífera - Planaltina 

CEN220 T. harzianum Solo de campo de algodão - Rio Preto 

CEN228 T. tomentosum Solo entrelinha de algodão - Rio Preto 

CEN273 T. harzianum Solo entrelinha de algodão - Rio Preto 

CEN277 T. asperellum Jaguariuna 
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Para a realização destes ensaios, o antagonista foi produzido em frascos Erlenmeyer de 

125 mL de capacidade, contendo 20 g de grãos de arroz parboilizado previamente umedecidos 

(60% p/v) e autoclavados. Cada frasco recebeu, assepticamente, três discos (5mm Ø) de 

micélio/ágar retirados de colônias de Trichoderma desenvolvidas em placas de Petri. As 

culturas foram incubadas como descrito anteriormente. A cada três dias o substrato foi 

revolvido para promover a troca gasosa, quebra do micélio e aumento da superfície de 

conidição (Jackson, 1997). Após sete dias nessas condições, o substrato de cada frasco foi 

lavado individualmente com Tween 0,05% para a extração dos esporos. A concentração de 

inóculo foi quantificada em uma câmara de Neubauer e ajustada para 10
8
 conídios/mL. 100 g 

de solo previamente autoclavado e adubado foram colocados em células de bandejas plásticas 

contendo 72 unidades (4.5 cm de diâmetro e 110 mL de capacidade/célula). Semearam-se 

sementes de feijão da cultivar BRS estilo do grupo comercial carioca (uma por célula). 

Verteram-se então, sobre o solo, 10 mL de suspensão de inóculo (10
8
 conídios/mL) para cada 

isolado. O experimento foi conduzido com quatro repetições por tratamento, com 

delineamento inteiramente casualizado. A avaliação foi realizada após quatro semanas a 

contar da data de plantio. O experimento foi conduzido duas vezes. 

 

Método da validação da Silhueta 

Para analisar os resultados estatisticamente foi utilizada a técnica de Validação da 

Silhueta (Rousseeuw, 1987), partindo do princípio de que se calcula a largura da silhueta para 

cada amostra, a largura média da silhueta para cada cluster e a média global da silhueta média 

para o conjunto de dados total. Usando esta aproximação, cada cluster pode ser representado 

pela chamada silhueta, baseado na comparação de seu estreitamento e separação. O 

comprimento médio da silhueta foi aplicado para validação de cluster e também para decidir o 

número ideal de clusters. 
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A construção da silhueta S(i) é dada como: 

 

em que a(i) é dissimilaridade média do objeto i em relação a todos os outros objetos do 

mesmo cluster; b(i) é dissimilaridade média mínima do objeto i em relação a todos os outros 

cluster (no cluster mais próximo), de acordo com a fórmula: 

-1≤   i ≤1.  e o  alor da silhueta   próximo de 1, significa que amostra está bem clusterizada 

e foi designado em um cluster apropriado. Se o valor da silhueta é próximo de zero, significa 

que a amostra poderia ser designada em outro cluster mais próximo, e a amostra encontra-se 

igualmente distante de ambos os clusters. Se o valor da silhueta é -1, significa que a amostra 

foi erroneamente classificada. O comprimento médio da silhueta para todos os objetos é 

simplesmente a média de S(i). 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa R, versão 2.15.1 

utilizando-se os testes de Silhueta (http://www.r-project.org/). 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Pareamento de culturas de Trichoderma contra Sclerotinia sclerotiorum (SS) e Sclerotium 

rolfsii (SR) 

Os resultados obtidos no pareamento de culturas foram agrupados de acordo com as 

notas, formando-se cinco grupos distintos entre os isolados do antagonista, conforme escala 

proposta por Bell et al. (1982). Essa escala permitiu delimitar os graus de inibição do 

crescimento do patógeno em relação ao antagonista, conforme Tabela 2 para S. sclerotiorum e 

Tabela 3, para S. rolfsii. O grupo 1 (nota 1) foi o que apresentou os melhores níveis de 

inibição do crescimento micelial do patógeno, fato verificado com 10,6% dos isolados para 

http://www.r-project.org/
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SS e 14% dos isolados para SR. No grupo 2 (nota 2), se enquadraram 40,6% dos isolados 

frente a SS e 60% dos isolados frente a SR. O grupo 3 (nota 3) cobriu 44,6% dos isolados de 

Trichoderma, frente a SS e 24% frente a SR. Já no grupo 4 (nota 4) foram alocados apenas 

3,3% e 0,6% dos isolados de Trichoderma, quando confrontados com SS e SR, 

respectivamente. Finalmente, no grupo 5 (nota 5) foram alocados 0,6% dos isolados de 

Trichoderma, apenas em relação a SR. 

 

Tabela 2: Inibição do crescimento de Sclerotinia sclerotiorum por isolados de Trichoderma 

em cultivo pareado. 

Agrupamento n 
% de 

isolados 
Código dos isolados (CEN) contra S. sclerotiorum 

Grupo 1 16 10,6 
125, 129, 132, 141, 161, 194,170, 171, 173, 223, 277, 281, 

295, 296, 298, 316. 

Grupo 2 61 40,6 

 

001, 002, 126, 127, 130, 131, 133, 134, 140, 150, 153, 154, 

155, 156, 157, 162, 164, 166, 167, 168, 192, 196, 198, 200, 

202, 203, 205, 208, 209, 210, 219, 220, 228, 229, 230, 232, 

234, 235, 237, 238, 248, 250, 251, 252, 254, 255, 260, 262, 

268, 275, 280, 282, 283, 284, 287, 288, 289, 293, 294, 297, 

299. 

Grupo 3 67 44.6 

 

128, 139, 142, 143, 144, 145, 146, 148, 149, 151, 152, 158, 

159, 160, 163, 165, 169, 170, 188, 190, 191, 195, 197, 201, 

204, 206, 207, 211, 221, 222, 224, 225, 226, 227, 231, 233, 

236, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 246, 249, 253, 256, 257, 

258, 259, 261, 263, 264, 265, 266, 267, 269, 272, 274, 276, 

278, 279, 285, 286, 290, 291, 292. 

Grupo 4 5 3,3 
 

147, 189, 193, 245, 247. 

Grupo 5 - - - 

*n: Número de isolados de cada grupo (nota). Bell et al., 1982. 
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Tabela 3: Inibição do crescimento de Sclerotium rolfsii por isolados de Trichoderma em 

cultivo pareado. 

Agrupamento n 
% de 

isolados 
Código dos isolados (CEN) contra S. rolfsii 

Grupo 1 21 14 
001, 131, 140, 141, 154, 160, 161, 162, 170, 194, 223, 254, 

273, 275, 277, 281, 284, 287, 289, 290, 297. 

Grupo 2 90 60 

 

002, 125, 126, 127, 129, 130, 132, 133, 139, 142, 144, 146, 

148, 149, 150, 153, 155, 156, 157, 158, 159, 163, 164, 165, 

166, 168, 190, 191, 192, 193, 197, 198, 200, 202, 203, 204, 

205, 207, 208, 209, 210, 219, 221, 224, 225, 228, 229, 230, 

231, 232, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 241, 243, 246, 247, 

248, 249, 250, 251, 252, 253, 255, 256, 260, 261, 262, 266, 

267, 268, 271, 272, 274, 276, 279, 280, 283, 285, 288, 292, 

294, 295, 296, 298, 299, 316. 

Grupo 3 36 24 

 

128, 134, 143, 145, 147, 151, 152, 167, 169, 188, 189, 195, 

196, 201, 211, 220, 222, 226, 227, 233, 240, 242, 244, 245, 

257, 258, 259, 263, 264, 269, 270, 278, 282, 286, 291, 293. 

Grupo 4 1 0,6 
 

265. 

Grupo 5 1 0,6 206. 

*n: Número de isolados de cada grupo (nota) . Bell et al., 1982. 

 

 

No experimento de cultivo pareado com S. sclerotiorum não se verificou crescimento 

do patógeno sobre as colônias de Trichoderma, de modo que nenhum dos isolados recebeu 

nota cinco. O grupo que apresentou maior número de isolados foi o grupo 3, seguido do grupo 

2. Amin et al. (2010) obtiveram resultados similares com T. harzianum e T. viride, ou seja, a 

maioria dos isolados com notas 2 e 3, quando confrontados com Rhizoctonia solani, S. 
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sclerotiorum e S. rolfsii. Esse fato pode também ser verificado em trabalhos conduzidos por 

Louzada et al. (2009) com S. sclerotiorum e F. solani, Figueiredo et al. (2010) com S. 

sclerotiorum e Isaias et al. (2014), este último com os patógenos S. rolfsii e Verticillium 

dahliae, utilizando com espécies e isolados de Trichoderma distintos.  

O antagonismo de patógenos contra Trichoderma é verificado mais raramente e, neste 

experimento, apenas o CEN206 apresentou nota 5 frente a S. rolfsii. Mello et al. (2007) 

afirmaram a importância do ensaio de pareamentos de culturas, não só pela possibilidade de 

seleção inicial dos isolados para testes mais decisivos, mas também porque nesses testes é 

possível observar interações entre os microrganismos e determinar os mecanismos de ação 

envolvidos.  Tais mecanismos, como competição e 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 (Sathiyaseelan et al., 2009), característica importante, considerando a questão das 

mudanças climáticas e suas possíveis consequências para as espécies vegetais exploradas 

economicamente.  

 

Análise das interações de patógenos x Trichoderma   

 

Análises de interação entre o antagonista e os patógenos foram realizadas a partir de 

amostras das culturas estabelecidas em cultivos pareados.  Aos sete dias do confronto direto, 

foi observado entrelaçamento e deformação de hifas tanto de S. sclerotiorum quanto de S. 

rolfsii, (Figuras 4, 5 e 6). Alterações nas estruturas fúngicas como conseqüência de 

parasitismo foram amplamente descritas na literatura por Papavizas (1985), estes resultados 

estão evidenciados nas Figura 4D e E. Em todos as amostras examinadas ao microscópio 

houve inibição do crescimento micelial do patógeno, a exceção do isolado CEN206 com S. 
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rolfsii, como mencionado anteriormente. Também foi observado que os isolados de 

Trichoderma penetraram e colonizaram propágulos dos isolados CEN216 e CEN217 (Figuras 

5C e 6A). Mais de um mecanismo de ação podem estar simultaneamente envolvidos nessas 

ações antagônicas (Perello et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

A B 

D E 
C 

D

D 

D 

C 

D E 

Figura 4: A – Imagem aproximada do confronto direto de culturas com Trichoderma, S. 

rolfsii (CEN216) e S. sclerotiorum (CEN217) ao microscópio de luz. B – Isolados CEN216 

x CEN220. C – Isolados CEN217 x CEN220. D – Antagonista CEN168 crescendo 

paralelamente na hifa do patógeno CEN217. E – Enrolamento do Trichoderma CEN168 e a 

deformação na hifa do patógeno CEN217. 
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Figura 5: Imagens obtidas ao microscópio eletrônico de varredura. A – Hifas do 

Trichoderma (CEN160) crescendo paralelamente a hifa de S. rolfsii; B – Hifas de S. 

rolfsii deformadas e presença de clamidósporo de Trichoderma; C – Enrolamento de hifa 

do isolado CEN142 sobre S. rolfsii e D – Zona de confronto entre o isolado CEN002 e o 

patógeno S. rolfsii. 
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Martins-Corder & Melo (1998) e Melo & Faull (2000) documentaram o antagonismo 

de Trichoderma contra V. dahliae e R. solani, respectivamente. Foram observados 

enrolamento e crescimento paralelo de hifas em ambos os casos. O enrolamento e 

estrangulamento das hifas do patógeno podem promover a destruição da parede celular, 

seguindo-se a liberação de nutrientes a partir de células mortas (Melo, 1998). Trabalho 

desenvolvidos por Elad et al. (1982) já evidenciavam a produção de enzimas degradadoras de 

parede, como quitinases e celulases, como modo de ação de Trichoderma spp. contra fungos 

fitopatogênicos. Essas enzimas que promovem a lise das células seriam induzidas por 

diferentes polímeros componentes da parede dos fungos- alvo (Howell, 2005). Louzada et al. 

A 

Figura 6: Imagens obtidas ao microscópio eletrônico de varredura. A – Hifa do 

Trichoderma penetrando a hifa do patógeno e conídio de Trichoderma (CEN142) sobre S. 

sclerotiorum. B – Hifas do isolado CEN228 se enrolando em hifas do patógenos. C  e D – 

Conidios, hifas de Trichoderma crescendo paralelamente ao patógeno e hifas danificadas 

de S. sclerotiorum e E – Disco de micélio ágar ilustrando a região de confronto entre 

CEN142  (direita) e S. sclerotiorum (esquerda). 
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(2009) observaram que nem todos os isolados de uma mesma espécie do agente de 

biocontrole são capazes de exercer o hiperparasitismo, embora capazes suprimir o 

crescimento do patógeno, sugerindo que outros mecanismos como antibiose ou competição 

possam ser tão eficientes quanto o parasitismo. Os resultados obtidos neste trabalho estão de 

acordo com as observações desses outores, evidenciando variação de reações em função do 

isolado do antagonista e do patógeno considerado. 

 

Efeito inibidor de metabólitos não-voláteis produzidos por Trichoderma contra S. 

sclerotiorum e S. rolfsii 

 

Espécies do gênero Trichoderma são capazes de inibir o desenvolvimento de vários 

patógenos por mecanismos diversos, dentre eles a produção de diferentes metabólitos 

secundários de efeito antibiótico e enzimas líticas (Melo, 1998). T. harzianum cresce 

rapidamente e produz um amplo espectro de metabólitos que incluem antibióticos, 

antifúngicos, pigmentos, vitaminas, ácidos orgânicos e enzimas hidrolíticas (Grondona et al., 

1997). Na Figura 7 podemos observar a diversidade de pigmentos produzidos por diferentes 

espécies de Trichoderma. 

 

 

Figura 7: Diversidade de pigmentos produzidos por Trichoderma spp. em meio líquido BD. 
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De um modo geral, os isolados de Trichoderma promoveram a inibição do 

crescimento micelial tanto de S. sclerotiorum quanto de S. rolfsii, quando testados quanto à 

produção de compostos tóxicos. Além de restringirem o crescimento micelial, as colônias dos 

patógenos apresentaram-se menos densas ou com deformações, como mostra a Figura 8. 

 

 

Figura 8: A. Efeito inibidor de metabólitos não-voláteis do CEN002 T. stromaticum sobre o 

crescimento de S. sclerotiorum com 100% de inibição e B. CEN126 T. harzianum  sobre o 

crescimento de S. rolfsii com 97,7% de inibição. 

 

Importante ressaltar que o efeito inibidor de Trichoderma por metabólitos voláteis 

sobre S. sclerotiorum e S. rolfsii foi positivo para a maioria dos isolados testados, conforme 

ilustram as tabelas 4 e 5. Nesse ensaio, destacaram-se os isolados CEN266, CEN211, 

CEN157, CEN194, CEN126, CEN200, CEN228, CEN191, CEN142, CEN231, CEN284, 

CEN289, CEN249, CEN280, CEN151, CEN002, CEN143, CEN159, CEN160, CEN162, 

CEN201, CEN207, CEN219, CEN225, CEN227, CEN229, CEN252, CEN254, CEN265, 

CEN277 e CEN287 com taxa de inibição entre 80 e 100% para S. sclerotiorum (tabela 5). Os 

isolados com melhores taxas para S. rolfsii foram o CEN001, CEN125, CEN126, CEN127, 

CEN129, CEN141, CEN170, CEN192, CEN225 e CEN280 com taxa de inibição entre 64 e 

98% (tabela 4). 

A B 
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Os 149 isolados foram agrupados em uma tabela com base na similaridade da 

porcentagem de inibição com o intuito de organizar e identificar os isolados com maior taxa 

de inibição do patógeno. Assim, na tabela 4 para Sclerotium rolfsii, foram formados cinco 

agrupamento, onde o primeiro é composto com isolados com 0% de inibição ou seja, o 

patógeno (S. rolfsii) preencheu toda a superfície da placa de Petri. O segundo grupos com taxa 

de inibição de 1 - 20%, o terceiro com 21 - 40%, o quarto com 41 - 79% e por fim o quinto 

grupo com 80 - 98% de inibição. Na tabela 5 para Sclerotinia sclerotiorum, também foram 

formados cinco agrupamentos, onde no primeiro estão inseridos os com 0% de inibição que 

representam 22% do total estudado. Os do segundo agrupamento com 1 - 20% de inibição, 

correspondem a 25% dos isolados, o terceiro corresponde a 14%, o quarto 18% e o quinto 

20%. 

A redução do crescimento dos fitopatógenos pode ser atribuída à competição por 

nutrientes, como também e à liberação de substâncias tóxicas pelos antagonistas, sendo que 

ambos os mecanismos contribuem para o melhor potencial de antagonismo exercido pelos 

isolados de Trichoderma. 

Weidling (1934), em seus estudos, sugeriu o envolvimento de compostos que atuam na 

ação antagonista. Mas, somente quase 30 anos depois, Dennis & Webster (1971 a,b) 

descreveram experimentos mostrando a inibição do crescimento micelial de fungos 

fitopatogênicos por metabólitos de Trichoderma. Mais tarde vários antibióticos foram 

relacionados e tiveram sua ação elucidada em trabalhos desenvolvidos por Haran et al., 

(1996) e Inbar et al. (1994). Mais recentemente, Vinale et al. (2014) relata a atividade direta 

de metabólitos secundários de Trichoderma contra fitopatógenos e compostos que afetam 

substancialmente o metabolismo da planta. A aplicação em larga escala de metabólitos 

selecionados para induzir a resistência do hospedeiro e / ou para promover o rendimento das 
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culturas pode tornar-se uma realidade no futuro próximo e representa uma poderosa 

ferramenta para implementação de estratégias de biocontrole.  

A capacidade de inibição do crescimento micelial de fungos fitopatogênicos ocorre 

com diferentes espécies de Trichoderma e é variável entre isolados de uma mesma espécie. 

Carvalho et al. (2011) trabalhou com seis isolados de Trichoderma harzianum no controle de 

Fusarium oxysporum e, buscando conhecer seu efeito no crescimento inicial do feijoeiro 

comum. Todos os isolados apresentaram antagonismo in vitro contra o patógeno. O 

crescimento médio do isolado CEN239 foi superior aos demais (37,43cm), enquanto com os 

outros tratamentos as medidas de comprimentos das plantas variaram entre 27,84 e 33,95 cm. 

Já Fontenelle et al. (2011) testou trinta e cinco isolados pertencente às espécies T. harzianum, 

T. asperellum, T. koningiopsis, T. tomentosum e T. brevicompactum, que, embora 

distintamente, apresentaram inibição micelial do patógeno por metabólitos voláteis e não-

voláteis e também no pareamento de culturas. Assim, sugere-se que esses mecanismos não 

podem ser atribuídos a espécie, e sim a isolado de Trichoderma, dentro de uma mesma 

espécie. 

Neste trabalho, os ensaios realizados para testar a capacidade de isolados de 

Trichoderma em inibir o crescimento de S. sclerotiorum e S. rolfsii in vitro foi demonstrada 

tanto nos testes de paramento de culturas como produção de metabólitos não-voláteis e 

possibilitaram selecionar potenciais agentes de biocontrole contra os patógenos-alvo.  
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Tabela 4: Inibição do crescimento de Sclerotium rolfsii por isolados de Trichoderma em 

ensaio com metabólitos não-voláteis. 

Inibição 

% 

N 

% de 

isolados 

Isolados cod. CEN. 

0 61 40 

CEN131, CEN132, CEN133, CEN133, CEN134, CEN140, CEN143, 

CEN146, CEN148, CEN150, CEN153, CEN154, CEN156, CEN166, 

CEN166, CEN168, CEN188, CEN189, CEN193, CEN198, CEN199, 

CEN204, CEN206, CEN211, CEN220, CEN221, CEN223, CEN226, 

CEN230, CEN233, CEN234, CEN236, CEN241, CEN242, CEN243, 

CEN244, CEN245, CEN253, CEN255, CEN257, CEN258, CEN259, 

CEN261, CEN262, CEN263, CEN264, CEN265, CEN270, CEN271, 

CEN278, CEN282, CEN285, CEN286, CEN288, CEN290, CEN291, 

CEN292, CEN295, CEN296, CEN297, CEN299. 

1 – 20 38 25 

CEN201, CEN284, CEN232, CEN203, CEN238, CEN207, CEN210, 

CEN277, CEN145, CEN202, CEN194, CEN250, CEN165, CEN275, 

CEN191, CEN298, CEN279, CEN316, CEN251, CEN274, CEN222, 

CEN195, CEN205, CEN151, CEN276, CEN147, CEN155, CEN281, 

CEN267, CEN237, CEN283, CEN169, CEN268, CEN294, CEN248, 

CEN269, CEN209, CEN289. 

 

21 – 40 22 14 

CEN219, CEN240, CEN142, CEN224, CEN190, CEN163, CEN208, 

CEN229, CEN139, CEN228, CEN273, CEN161, CEN162, CEN260, 

CEN249, CEN247, CEN160, CEN239, CEN272, CEN197, CEN196, 

CEN287. 

 

41 – 79 18 12 

CEN170, CEN192, CEN225, CEN235, CEN252, CEN293, CEN231, 

CEN164, CEN266, CEN159, CEN002, CEN256, CEN254, CEN227, 

CEN158, CEN144, CEN152, CEN200. 

 

80 – 98 9 6 
CEN001, CEN126, CEN280, CEN125, CEN127, CEN129, CEN128, 

CEN130, CEN141. 

* Número de isolados 
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Tabela 5: Inibição do crescimento de Sclerotinia sclerotiorum por isolados de Trichoderma 

em ensaio com metabólitos não-voláteis. 

Inibição 

% 

N
* 

% de 

isolados 

Isolados cod. CEN. 

0 30 22 

CEN001, CEN131, CEN139, CEN141, CEN148, CEN152, CEN153, 

CEN155, CEN206, CEN236, CEN242, CEN244, CEN245, CEN246, 

CEN250, CEN253, CEN255, CEN261, CEN262, CEN264, CEN272, 

CEN275, CEN278, CEN286, CEN291, CEN294, CEN296, CEN297, 

CEN299, CEN316. 

 

1 – 20 38 25 

CEN150, CEN202, CEN130, CEN279, CEN276, CEN247, CEN134, 

CEN192, CEN193, CEN288, CEN268, CEN274, CEN127, CEN205, 

CEN270, CEN140, CEN285, CEN298, CEN149, CEN292, CEN168, 

CEN248, CEN283, CEN293, CEN243, CEN251, CEN158, CEN241, 

CEN271, CEN190, CEN295, CEN128, CEN163, CEN133, CEN267, 

CEN233, CEN230, CEN282. 

 

21 – 40 22 14 

CEN257, CEN154, CEN281, CEN125, CEN132, CEN238, CEN258, 

CEN165, CEN290, CEN259, CEN147, CEN221, CEN235, CEN263, 

CEN156, CEN234, CEN239, CEN260, CEN269, CEN161, CEN220, 

CEN240. 

 

41 – 79 28 18 

CEN169, CEN167, CEN146, CEN144, CEN222, CEN198, CEN145, 

CEN195, CEN224, CEN237, CEN170, CEN129, CEN273, CEN210, 

CEN188, CEN199, CEN197, CEN226, CEN166, CEN203, CEN196, 

CEN223, CEN204, CEN208, CEN209, CEN232, CEN256, CEN189. 

 

80 – 100 31 20 

CEN266, CEN211, CEN157, CEN194, CEN126, CEN200, CEN228, 

CEN191, CEN142, CEN231, CEN284, CEN289, CEN249, CEN280, 

CEN151, CEN002, CEN143, CEN159, CEN160, CEN162, CEN201, 

CEN207, CEN219, CEN225, CEN227, CEN229, CEN252, CEN254, 

CEN265, CEN277, CEN287. 

            * Número de isolados 
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Caracterização Molecular dos isolados de Trichoderma 

 

Amplificação por PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) e sequenciamento 

A amplificação das regiões ITS1-5.8S-ITS2 rDNA e TEF-1α  permitiu uma análise 

bastante completa dos isolados para caracterizar as diferentes espécies. As sequências 

amplificadas por PCR geraram produtos de aproximadamente 630 pares de bases para a 

região ITS (figura 9) e de 1061 pares de base para TEF (figura 10). Pela análise das 50 

sequências de cada região, utilizando as bases de dados NCBI (BLAST – Basic Local 

Aligment Search Tool (Altschul et al., 1997) e TrichOKEY, foi possível distinguir sete 

espécies distintas: T. asperellum Samuels, Liechfeldt & Nirenberg, T. erinaceum Bisset, C.P. 

Kubicek & Skakács, T. harzianum Rifai, T. koningiopsis Samuels C. Suárez & H.C. Evans, T. 

stromaticum Samuels & Pardo-Schulth, T. spirale Bisset e T. tomentosum Bisset. O isolado 

CEN159 não foi identificado em nível de espécie, pois não formou contigs com nenhuma das 

regiões. Sugere-se que sejam tentadas outras metodologias de extração de DNA de forma a 

aprimorar  a qualidade do extrato, já que o método usando não tem se mostrado eficiente, no 

caso específico desse isolado. Caso a identificação não seja possível, mesmo com DNA de 

melhor qualidade, pode-se lançar mão da análise de outras sequências, como fragmentos do 

gene β-tubulina, entre outras. 

Exemplares de cada espécie foram crescidos em placas de Petri e observados quanto 

às características de colônia em meio BDA a 25ºC por sete dias em ambiente de laboratório e 

em seguida fotografados (figura 11). Essa mesmas amostras foram tratadas e levadas ao 

microscópio eletrônico para mostrar detalhes das hifas, fiálides e conídios (figura 12 e figura 

13).  
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Figura 9: Análise de produtos de PCR em gel de agarose 1%, da região do rDNA com 

iniciadores ITS1 e ITS4. Marcador molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen); 1 a 22: 

amplificação de amostras de rDNA utilizando-se iniciadores ITS1 e ITS4 com 

aproximadamente 630 pares de bases. 

Figura 10: Análise de produtos de PCR em gel de agarose 1%, da região do rDNA com 

iniciadores TEF-1α  e EF1. M: marcador molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen); 

amplificação de amostras de rDNA utilizando-se iniciadores TEF-1α  e EF1 com 

aproximadamente 1061 pares de bases. 



51 

 

  

 

01 

08 07 

06 04 

03 02 

05 

Figura 11: Culturas de Trichoderma obtidas em meio BDA após sete dias de incubação a 

25ºC e fotoperíodo de 12 h. Placa 01: T. harzianum (CEN152); Placa 02: T. asperellum 

(CEN277); Placa 03: T. asperellum (CEN160); Placa 04: T. tomentosum (CEN168); Placa 

05: T. spirale (CEN188); Placa 06: T. erinaceum (CEN190); Placa 07: T. koningiopsis 

(CEN142); Placa 08: T. stromaticum (CEN02). 
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Figura 12: Imagens de microscopia eletrônica de varredura mostrando os detalhes de hifas, 

fiálides, conídio (ornamentados ou não) e clamidósporos em algumas espécies. A, B, e C 

(T. stromaticum); D, E e F (T. koningiopsis); G, H e I (T. asperellum); J, K e L (T. spirale) 

e H Clamidósporos. 
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Figura 13: Imagens de microscopia eletrônica de varredura mostrando os detalhes de hifas, 

fiálides, conídio (ornamentados ou não) e clamidósporos em algumas espécies. A, B e C (T. 

erinaceum); D, E e F (T. tomentosum); G, H e I (T. harzianum) e J, K e L (T. asperellum). K 

Clamidósporo 
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Diversidade de espécies 

 

 Entre os 51 isolados de Trichoderma caracterizados por meio da análise molecular de 

duas regiões (ITS e TEF-1α , identificaram-se sete espécies: T. asperellum, T. erinaceum, T. 

harzianum, T. koningiopsis, T. stromaticum, T. spirale e T. tomentosum. 

 Os isolados são procedentes de cinco unidades da federação: Bahia, Goiás, São 

Paulo, Tocantins e Distrito Federal (figura 14) e provêm de amostras de solo coletadas em 

áreas com diferentes culturas, como algodão, arroz, milho, goiaba e sorgo. 

As informações da análise filogenética nas sequências gênicas da região ITS1-5.8S-

ITS2 e TEF1- α dos 51 isolados de Trichoderma, clado, espécie, isolado e total de organismos 

estão listados na Tabela 6. 

 

 

 

 

1 isolado 

1 isolado 

8 isolados 

27 isolados 

14 isolados 

Figura 14: Localização geográfica no mapa do Brasil dos locais de coleta dos isolados de 

Trichoderma indicados pelas linhas. 
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Tabela 6: Identificação molecular, clado, espécie, isolados e total de indivíduos dos 51 

isolados de Trichoderma utilizados nesse estudo. 

Clado Espécie Isolado (CEN) Total 

Harzianum 

T. harzianum 

1, 125, 127, 128, 129, 130, 132, 143, 145, 146, 

151, 152, 153, 156, 158, 161, 164, 165, 166, 167, 

170, 191, 195, 267, 270, 273, 282, 293, 295 e 296. 

30 

T. tomentosum 168, 211, 225, 226, 227, 228 e 232. 7 

Stromaticum T. stromaticum 002 1 

Viride 

T. koningiopsis 142, 144, 157, 200, 207 e 208. 6 

T. erinaceum  190 1 

Hamatum T. asperellum 160, 163, 229 e 277. 4 

Spirale T. spirale 188 e 189 2 

 

 

 

 O estado do Brasil que contribuiu com maior número de isolados foi o de Goiás com 

53% do total. Nas amostras procedentes desse estado foram identificadas seis espécies: T. 

harzianum (15 isolados), T. koningiopsis (4 isolados), T. spirale (2 isolados), T. tomentosum 

(2 isolados), T. erinaceum e T. asperellum (1 isolado), seguido por São Paulo com 27,4% e 

três diferentes espécie, T. harzianum (7 isolados), T. tomentosum (5 isolados) e T. asperellum 

(2 isolados); Bahia com 15,6% e duas diferentes espécies, T. harzianum (7 isolados) e T. 

stromaticum (1 isolado); de Tocantins e Distrito Federal com 1,9% foi identificada apenas 

uma espécie (T. koningiopsis).  

Com base nos resultados obtidos com a caracterização molecular, foi possível 

calcular o índice de biodiversidade relativa de Trichoderma (ID = 0,13) referente aos 51 

isolados na qual foram identificadas sete espécies distintas. Calcular a biodiversidade relativa 
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permite uma melhor análise sobre o comportamento de defentes espécies em uma 

determinada área. Resultados semelhantes aos observados neste trabalho, foram obtidos por 

Druzhinina et al. (2005) onde o ID foi de 0,20 refente a 10 espécies em 53 isolados em 

diversas regiões da América do Sul, sendo que no atual estudo os isolados foram coletados em 

quartro estados brasileiros e no Distrito Federal. Com base em outros trabalhos refentes a 

biodiversidade relativa de Trichoderma em diversas partes do mundo, pode-se dizer que o 

índice de biodiversidade foi relativamente alto quando comparado com estudos realizados por 

Zhang et al. (2005) na China relatou 13 espécies de Trichoderma em 135 isolados, com ID 

igual a 0,096. Migheli et al. (2009) em Sardinia na Itália  onde 15 espécies  foram 

identificadas em 482 isolados com ID= 0,03. Sadfi-Zouaoui et al. (2009) na Tunísia, 

identificaram 5 especies entre 53 isolados com ID igual a 0,094. Sun et al. (2012) 

identificaram 23 espécies entre os 1910 isolados trabalhados, obtendo um ID igual a 0,012. Já 

no Brasil, Carvalho-Filho (2013) relatou em seus estudos a identificação de 11 espécies de 

Trichoderma entre os 144 isolados trabalhados obtendo um ID igual a 0.076. Portanto, o valor 

de ID encontrado neste trabalho foi relativamente elevado, se comparado aos encontrados em 

distintas regiões do globo, inclusive o que foi obtido por Carvalho Filho (2013) com isolados 

brasileiros, revelando-se mais baixo apenas quando comparado ao de Druzhinina et al. (2005).  

Neste trabalho, a grande maioria dos isolados pertence à espécie T. harzianum, 

seguido por T. tomentosum, T. koningiopsis e T. asperellum. Hoyos-Carvajal et al. (2009) 

realizou um estudo sobre a biodiversidade genética de Trichoderma e costatou a 

predominância de duas espécies da Colômbia, T. asperellum seguida de T. harzianum. Esses 

resultados mostram uma alta capacidade adaptativa à maioria dos ecossistemas 

principalmente por parte da espécie de T. harzianum. Isolados desta espécie foram coletados 

de ambientes extremamente secos, quentes, úmidos e de clima temperado.  
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Caracterização taxonômica 

 Para a caracterização taxonômica foram formadas duas árvores filogenéticas geradas a 

partir das sequências de genes ITS1-5.8S- ITS2 do rDNA (Figura 15) e TEF-1α  Figura 16) 

suportada com valores de bootstrap acima de 50% para os 50 isolados. Cinco clados foram 

formados: Clado Hamatum, Viride, Stromaticum, Spirale e Harzianum. Os resultados foram 

compatíveis para as duas regiões analisadas, tanto ITS quanto TEF formaram cinco clados 

com sete espécies. A figura 17 representa apenas os isolados trabalhados sem os isolados de 

referências presentes na tabela 7. 
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Figura 15: Árvore filogenética baseada na região ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA dos 49 isolados 

de Trichoderma pertencentes à Coleção de Fungos para Controle Biológico de Fitopatógenos 

e Plantas Daninhas da Embrapa. A topologia da árvore foi obtida da MP e os valores de 

suporte estão acima com bootstrap acima de 50%. Os isolados T. asperellum (DQ381957), T. 

erinaceum (DQ109534), T. harzianum (EF392746), T. spirale (JF439515), T. stromaticum 

(HQ342398), T. tomentosum (HQ857116), T. koningiopsis (DQ313138) e T. longibrachiatum 

(EU401551) são referências externas retiradas do GenBank, o útimo foi utilizado como 

outgroup. 
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Figura 16: Árvore filogenética baseada na região TEF-1α do rDNA dos 47 isolados de 

Trichoderma pertencentes à Coleção de Fungos para Controle Biológico de Fitopatógenos e 

Plantas Daninhas da Embrapa da Embrapa. A topologia da árvore foi obtida da MP e os 

valores de suporte estão acima com bootstrap acima de 50%. Os isolados T. asperellum 

(DQ381958), T. erinaceum (DQ109547), T. harzianum (FJ179573), T. spirale (AF534626), T. 

stromaticum (HQ342204), T. tomentosum (AF534630), T. koningiopsis (DQ284972) e T. 

longibrachiatum (EU401582) são referências externas retiradas do GenBank, o útimo foi 

utilizado como outgroup. 
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Figura 17: Árvore filogenética baseada na região TEF-1α do rDNA dos 50 isolados de 

Trichoderma pertencentes à Coleção de Fungos para Controle Biológico de Fitopatógenos e 

Plantas Daninhas da Embrapa da Embrapa. A topologia da árvore foi obtida da MP e os 

valores de suporte estão acima com bootstrap acima de 50%. 
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Tabela 7: Isolados de Trichoderma obtidos do GenBank usados para este estudo como 

referência. 

Espécie Número de acesso - ITS Número de acesso – TEF 

T. asperellum DQ381957 DQ381958 

T. erinaceum DQ109534 DQ109547 

T. harzianum EF392746 FJ179573 

T. spirale JF439515 AF534626 

T. stromaticum HQ342398 HQ342204 

T. tomentosum HQ857116 AF534630 

T. koningiopsis DQ313138 DQ284972 

T. longibrachiatum EU401551 EU401582 

 

O clado Hamatum foi composto por quatro isolados de T. asperellum, pela análise da 

região TEF-1α. Esses isolados são provenientes de dois estados brasileiros Goiás e São Paulo 

e foram obtidos de amostras de solo várias delas coletadas em campos cultivados com 

algodão. Para ITS e TEF observou-se a formação de um grupo monofilético bem determinado 

e fortemente suportado com valores de bootstrap de 100%. Apesar dos isolados pertencerem a 

diferentes regiões foi observado uma alta similaridade entre os mesmos. A caracterização pela 

região ITS permitiu a identificação de apenas dois isolados de T. asperellum CEN163 e 

CEN229, enquanto pela região TEF-1α foram identificados 4 isolados.(CEN160, CEN163, 

CEN229 e CEN277). 

 O clado Viride foi composto por sete isolados, sendo um T. erinaceum e seis T. 

koningiopsis, com valores de bootstrap de 51 e 73% para ITS e TEF, respectivamente, sendo 

que os mesmos possuem isolados procedentes de diferentes culturas localizadas em áreas 

geográficas distintas.  



62 

O clado Stromaticum foi composto por um isolado de T. stromaticum fortemente 

suportado por valores de bootstrap de 100%. 

O clado Harzianum foi composto por 37 isolados, sendo 30 de T. harzianum e sete de 

T. tomentosum, suportado com valores de bootstrap superior a 80%. Os isolados foram 

provenientes de três estados, Goiás, São Paulo e Bahia e em sua maioria foram obtidos de 

amostras de solo cultivado com algodão, milho, arroz, goiaba, sorgo e fungo (Moniliophthora 

perniciosa).  

O clado Spirale foi composto por dois isolados de T. spirale fortemente suportado com 

valores de bootstrap de 100%. Ambos os isolados foram extraídos do solo da região do Goiás. 

É importante levar em conta que, nos últimos anos, as técnicas de biologia molecular 

têm se tornado ferramentas valiosas na taxonomia dos fungos, e sua aplicação levou a 

reconsideração de diversos gêneros (LoBuglio et al., 1993; Sheriff et al., 1994). A utilização 

de ferramentas moleculares para a identificação de espécies baseadas nas sequências do DNA 

vem mostrando que as espécies de Trichoderma estruturadas em conceitos clássicos são, na 

verdade, compostas de duas ou mais espécies filogenéticas (Jaklisch et al., 2006). Análises 

das sequências de rDNA tem sido utilizadas na caracterização intraespecífica de espécies que 

foram definidas por morfologia ou ecologia comum. Estes resultados demonstram a 

necessidade do uso de técnicas moleculares na indicação das inter-relações entre as espécies 

(Muthumeenakshi et al., 1994; Kuhls et al., 1996). T. viride é uma espécie que foi relatada 

praticamente em todo o mundo e hoje, com base nos novos conceitos de espécie, sua 

distribuição restringe-se ao hemisfério norte. Fatos dessa natureza geram confusão, quando se 

utilizam apenas critérios morfológicos para identificação (Jaklisch et al., 2006). Kraus et al. 

(2004) e Degenkolb et al. (2008) relatam em seus trabalhos que as espécies T. harzianum e T. 

brevicompactum podem ser confundidas quando utilizada a taxonomia clássica e que pode ser 

facilmente distinguida pela análise filogenética. 
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Muitos estudos com base em um único gene ter sido posto em dúvida. Identificação 

com base apenas em sequências ITS às vezes não consegue distinguir entre táxons 

proximamente relacionados, pois mais de uma espécie podem compartilhar o mesmo genótipo 

(Druzhinina et al., 2005). Um único gene não tem mostrado ser suficiente para a 

caracterização das espécies de Trichoderma/Hypocrea, conforme diversos autores vem 

alertando (Bissett et al., 2003; Chaverri et al., 2004 a,b; Lu et al., 2004). A região ITS foi 

isoladamente utilizada por vários anos e Carvalho-Filho (2013) em seu estudo, identificou 11 

espécies de Trichoderma dentre 144 isolados, utilizando apenas a região ITS 1 e 2 obtendo 

bons resultados. A caracterização molecular de Trichoderma utilizando apenas essa região é 

possível, embora hoje não seja recomendado trabalhar apenas com uma região. Trabalhos 

mais recentes indicam que as espécies estreitamente relacionadas, por vezes, não são 

distinguíveis com essa região. Isto é especialmente verdadeiro para Trichoderma sect. 

Trichoderma, que inclui T. viride, onde mais do que uma espécie podem partilhar a mesma 

sequência ITS (Lieckfeldt et al., 1999). Assim, TEF-1α  pode ser uma escolha alternativa ou 

adicional, por ser mais variável do que a ITS rDNA, e por isso, capaz de  melhor refletir 

diferenças entre as espécies dentro e entre os grupos de espécies estreitamente relacionadas 

(Samuels, 2006). Devi et al. (2012) obtiveram resultados significativos utilizando TEF-1α  

para distinguir isolados de Trichoderma oriundos da Índia. López-Quintero et al. (2013) não 

conseguiu identificar com clareza 13 estirpes de Tricoderma apenas com as regiões ITS 1 e 2 

e Li Destri Nicosia et al. (2014) utilizando as regiões ITS e TEF, teve erroneamente apenas 

para a região ITS, um isolado identificado como T. viride sendo que o mesmo recentemente 

havia sido identificado como T. viridarium. O polimorfismo dentro da região ITS permitiu a 

identificação dos isolados de Trichoderma, mas errou na identificação da espécie de 

referência. O gene TEF é um marcador de valor para determinar a diversidade genética entre 

os isolados de T. viride que são caracterizadas por sequências ITS idênticas. Tendo revelado 
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um alto nível de diversidade genética dentro de T. viride, tal como definido por Jaklitsch et al. 

(2006).  

Analisando as figuras 15 e 16 acima, pode-se observar pequenas diferenças entre os 

agrupamentos utilizando as regiões ITS e TEF-1α. Embora todas as espécies identificadas 

tenham sido correspondentes para ambas as regiões, o número de grupos monofiléticos 

formados em TEF-α foi muito superior quando comparado com ITS, principalmente no clado 

Hamatum composto quase exclusivamente de T. harzianum. Esse fato comprova a 

versatilidade dessa região na análise intraespecífica, como mencionado anteriormente. 

 

MALDI TOF MS 

A utilização do MALDI-TOF MS nesse estudo foi com o objetivo de testar a base de 

dados em fase de construção para o gênero Tricoderma, utilizando o software Biotyper 

(version 3.0; Bruker Daltonics 156 GmbH) disponível na Embrapa. e que conta com 

informações suficientes para identificação de outros microrganismos, principalmente bactérias 

e leveduras, mas não para fungos filamentosos. Estudos anteriores na identificação de 

isolados desta coleção de agentes de biocontrole através da técnica MALDI-TOF MS foram 

desenvolvidos por Carvalho Filho (2013), que utilizou com sucesso o software Saramis. Este 

já conta com uma base de dados significativa e vem sendo utilizado em vários laboratórios 

mundialmente distribuídos. 

Ao se compararem os resultados aqui obtidos na discriminação de espécies com os 

dados de sequenciamento e análises de sequencias gênicas, verificou-se correspondência de 

100% nos agrupamentos dos clados. Embora se tratando de dados preliminares, já que a base 

de dados se encontra ainda em construção, fica aqui demonstrado que a técnica de análise 

utilizando o sistema Biotyper confirma-se como uma alternativa rápida e eficiente para 

identificação de Trichoderma spp. e deverá ser incorporada como parte do arsenal moderno 



65 

de uso rotineiro para a identificação das espécies desse fungo e formação de um banco de 

caracteres associados ao acervo mantido na Coleção. É importante enfatizar que a integração 

de características moleculares, proteômica e fisiológicas obtidas em testes realizados in vitro e 

in vivo, constitui caminho seguro para caracterizar e selecionar isolados microbianos 

potencialmente capazes de exercer o biocontrole de doenças de plantas e estabelecer relações 

filogenéticas e proteômicas entre as espécies. 

Conforme mostrado nas Figuras 19 a 26, os espectros de massa obtidos para formar os 

perfis moleculares de cada isolado de Trichoderma foram alcançados para os oito isolados 

estudados. Já a Figura 18 apresenta um dendrograma baseado no agrupamento entre os 

espectros de MALDI-TOF MS para esses isolados de Trichoderma, segundo o qual, 

formaram-se cinco ramos maiores cada qual relacionado a espécie–clado  correspondente: 

clado Harzianum, clado Stromaticum, clado Viride, clado Spirale e clado Hamatum. 

Os espectros em bruto, não foram comparados com espectros de referência pelas 

razões óbvias expostas anteriormente e a análise de agrupamento foi realizada pelo software 

Biotyper, calculando-se a distância entre os valores por uma função de correlação. Assim, o 

dendrograma foi criado a partir dos valores calculados à distância através de um algoritmo 

estatístico (Lopes et al., 2014). 
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Figura 18: Dendrograma resultante da análise por MALDI-TOF MS de oito isolados de 

Trichoderma com três repetições cada. 

 

Como se pode observar no dendrograma (Figura 18), os isolados se agruparam 

conforme o esperado para as três repetições das espécies T. harzianum, T. tomentosum, T. 

stromaticum, T. koningiopsis, Trichoderma sp., T. spirale e T. asperellum: Clado Harzianum 

(T. harzianum e T. tomentosum), Clado Stromaticum (T. stromaticum), Clado Viride (T. 

koningiopsis), Clado Spirale (Trichoderma sp. e T. spirale). O isolado CEN159, ainda não 

identificado, (Trichoderma sp.) agrupou-se junto com T. spirale este deverá ser incluído nos 

próximos sequenciamentos das regiões ITS/TEF-1α, pois apresentou  ons resultados nos 

ensaios in vitro. Caso se identifique como pertencente à espécie T. spirale, vale mencionar 

que em levantamentos recentes em sítios de internet, esta espécie não apareceu como 

ingrediente ativo de nenhum produto comercial (Mello, informação pessoal). Porém, existem 

outras espécies próximas, segundo agrupamento em seções estabelecido por Bisset (1991b), 

sendo comercializadas, tais como T. polysporum, T. tomentosum e T. virens. Por fim o Clado 

Hamatum foi composto pela espécie (T. asperellum).  
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Figura 19: Espectros de massa obtidos para T. asperellum preparadas a partir das amostras de 

esporos do mesmo isolado estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e 

14.000 Da. 

 

Figura 20: Espectros de massa obtidos para T. asperellum preparadas a partir das amostras de 

esporos do mesmo isolado estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e 

14.000 Da. 
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Figura 21: Espectros de massa obtidos para T. harzianum preparadas a partir das amostras de 

esporos do mesmo isolado estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e 

13.000 Da. 

 

 

Figura 22: Espectros de massa obtidos para T. koningiopsis preparadas a partir das amostras 

de esporos do mesmo isolado estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 

e 12.000 Da. 
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Figura 23: Espectros de massa obtidos para T. spirale preparadas a partir das amostras de 

esporos do mesmo isolado estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e 

14.000 Da. 

 

Figura 24: Espectros de massa obtidos para T. stromaticum preparadas a partir das amostras 

de esporos do mesmo isolado estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 

e 14.000 Da. 
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Figura 25: Espectros de massa obtidos para T. tomentosum preparadas a partir das amostras de 

esporos do mesmo isolado estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 e 

14.000 Da. 

 

Figura 26: Espectros de massa obtidos para Trichoderma sp. preparados a partir das amostras 

de esporos do mesmo isolado estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 2000 

e 14.000 Da. 
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Nestas análises dos perfis protéticos das espécies de Trichoderma por MALDI-TOF 

MS realizadas, os perfis, dos espectros de massa foram expressos na faixa de 2000 a 16000 

m/z, para os oito isolados, utilizando amostras preparadas a partir de esporos tratados segundo 

metodologia citada.  

Ainda com relação às Figuras 19 e 20, correspondentes a mesma espécie (T. 

asperellum), observa-se um padrão único de espectros para a espécie e repetições, obtidos 

com os dois isolados utilizados. As pequenas diferenças entre os espectros das duas figuras 

com relação à intensidade relativa e massa/carga (m/z), podem estar associadas a 

características peculiares de cada isolado. Por exemplo, um mesmo isolado pode apresentar 

em várias repetições em placa de Petri, pequenas diferenças fenotípicas que por vezes podem 

se refletir nos resultados. 

A espécie de T. harzianum representada na Figura 21 apresentou o mesmo padrão de 

espectros para as três repetições e sua maior atividade de espectros foi expressa na faixa de 

3000 a 5000 m/z. Já a espécie de T. koningiopsis representada na figura 22, que também 

exibiu o mesmo padrão de espectros para as três repetições, teve sua maior atividade de 

espectros expressa na faixa de 3500 a 7500 m/z. A espécie de T. spirale representada na 

Figura 23, também mostrou o mesmo padrão de espectros entre as três repetições e sua maior 

atividade de espectros foi expressa na faixa de 3000 a 5000 m/z e 6500 a 10000 m/z. A 

espécie de T. stromaticum representada na Figura 24, com o mesmo padrão de espectros teve 

sua maior atividade de espectros expressa na faixa de 4000 a 9000 m/z. Quanto à espécie de 

T. tomentosum, representada na Figura 25, com o mesmo padrão de espectros, apresentou 

maior atividade de espectros expressa na faixa de 2000 a 7500 m/z, embora mais significante 

na primeira repetição onde os espectros possuem maior intensidade relativa quando 

comparado as outras duas repetições. Finalmente, a Figura 26 representa a espécie de 

Trichoderma (CEN159) não identificada nesse estudo e que exibiu espectros com maior 
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atividade na faixa de 3500 a 6000 m/z e 7000 a 10000 m/z. De modo geral, o padrão de 

espectros das três repetições diferiu dos padrões expressos nas outras espécies supracitadas. 

Deste modo, podemos inferir que se trata de uma espécie diferente das identificadas no 

presente estudo, dentro do Clado Spirale. Como mencionado anteriormente, os resultados 

obtidos são animadores quanto à perspectiva de, em futuro próximo, contarmos com um 

banco de dados que possibilitará o uso dessa técnica de forma rotineira. Essa técnica vem 

sendo utilizada em outros laboratórios que contam com sistema de análise e banco de dados 

que não estão publicamente disponíveis. De Respinis et al. (2010), demonstraram sucesso na 

identificação molecular e por MALDI-TOF MS de diversas espécies de Trichoderma e 

demonstrou o valor dessa técnica perfeitamente coerente com a técnica de comparação de 

sequências gênicas. Carvalho-Filho (2013) relatou convergência nos resultados entre a técnica 

com a análise filogenética e a análise dos perfis moleculares por MALDI-TOF MS onde a 

maioria dos isolados foi alocada em grupos ou clados semelhantes na árvore filogenética e no 

dendrograma, com exceção dos isolados das espécies T. asperellum e T. koningiopsis. 

Lopes et al. (2014) acreditam que embora seja inerentemente uma técnica molecular, 

MALDI-TOF MS difere significativamente das comparações diretas de sequências genéticas 

que são a base da sistemática baseada filogeneticamente. Ainda de acordo com esses autores, 

nenhuma dessas abordagens é superior a outra e, portanto, devem ser complementares e 

produzir resultados paralelos, já que ambos são baseados na informação genômica. Assim 

sendo, esse método não deverá substituir as análises gênicas nos estudos de filogenia, pois 

estas se tornaram o padrão exigido de fato para quase todos os estudos taxonômicos, embora 

seja esperado que terá grande utilidade nas identificações rotineiras. 

Com base no que foi dito, pode se afirmar que a técnica de MALDI-TOF MS vem 

promovendo uma revolução na identificação de microrganismos, pela sua rapidez e 

simplicidade, uma vez que as amostras podem ser retiradas diretamente das colônias crescidas 
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em placas de cultivo. A utilização de células intactas para análise produz um espectro de 

proteínas típicas de cada espécie, o que funciona como uma impressão digital (fingerprinting), 

que pode ser comparado aos espectros previamente identificados e depositados em banco de 

dados (Claydon et al., 1996; Walker et al., 2002; Vargha et al., 2006). O tempo de análise da 

amostra após o crescimento em placa é de cerca de 30 segundos enquanto que em outras 

metodologias esse tempo pode ser de horas e até dias. Estudos de comparação mostraram que 

o custo, levando em conta material consumível, salários e depreciação do aparato em cinco 

anos, pode ser 25% menor, quando comparado à outras metodologias e o custo de análise, 

sem considerar custo equipamento e mão de obra, sai na ordem de centavos (Seng et al., 

2009; Cherkaoui et al., 2010) por amostra. Uma das desvantagens desta tecnologia, é que a 

análise é dependente da disponibilidade do espectrômetro que é um equipamento caro e, 

ainda, de sistemas de análise atualmente só disponíveis comercialmente, sendo os dois 

principais (BIOTYPER e SARAMIS) e as entradas atuais são essencialmente de isolados 

clínicos o que não é adequado para quem trabalha com isolados ambientais. No entanto, há a 

possibilidade da criação de bancos próprios com a variedade infinita de isolados sem a 

necessidade da licença destes bancos. Com essa finalidade, outros membros da equipe do 

laboratório vem trabalhando no desenvolvimento de um banco de dados (espectros) para 

implementação dessa técnica na identificação de fungos do gênero Trichoderma. 

 

 

HPLC - Metabólitos secundários de Trichoderma asperellum 

 O extrato bruto do isolado de T. asperellum foi testado contra S. sclerotiorum e S. 

rolfsii utilizando a técnica do papel filtro em placas (Figura 27). Verificou-se a inibição de 

crescimento micelial apenas para S. sclerotiorum, enquanto S. rolfsii praticante não sofreu 

interferência em seu crescimento. 
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Com a obtenção do extrato bruto foi possível a análise cromatográfica que forneceu o 

cromatograma derivado da HPLC com sete frações mais representativas e intensas (Figura 

28). Todas as frações coletadas (marcadas por números) apresentaram coloração transparente. 
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Figura 27: Inibição do crescimento micelial de S. sclerotiorum por extrato bruto obtido do 

filtrado de colônias do isolado CEN277 de Trichoderma asperellum. 

Figura 28: Cromatograma líquida de alta eficiência da corrida de 500 mL do extrato bruto do 

isolado CEN277 de T. asperellum. As frações numeradas de 1 a 7 foram testados contra S. 

sclerotiorum e S. rolfsii. 
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Avaliação das frações dos metabólitos secundários adquiridos por HPLC quanto à 

inibição do crescimento micelial de S. sclerotiorum e S. rolfsii. 

 Após o processamento das frações do extrato bruto, as mesmas foram testadas contra 

os patógenos, utilizando a técnica do papel filtro em placas, o que permitiu a verificação da 

inibição do crescimento micelial de S. sclerotiorum com a fração 4 eluída de coluna HPLC. 

As frações 1, 2, 3, 5, 6 e 7 não apresentaram inibição considerável e foram descartadas. Vale 

ressaltar a importância de se testar, contra outros patógenos, as frações que não se mostraram 

ativas em relação aos patógenos utilizados como alvo neste estudo. Nenhuma das frações 

apresentou atividade contra S. rolfsii, uma vez que não se verificou a formação de halo de 

inibição com esse patógeno (Figura 29). 

A partir do resultado obtido com a formação do halo de inibição da fração número 4 

contra S. sclerotiorum, verifica-se a necessidade de aprofundar os estudos no intuito de 

elucidar a natureza química desse material, numa próxima etapa deste trabalho. 

 

 

 

 

A B C B C 

Figura 29: Bioensaio conduzido com a fração 4 dos metabólitos secundários de T. asperellum 

contra S. sclerotiorum e S. rolfsii. 
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Análises por Espectrometria de Massa  

 As frações coletadas (1 a 7) pela técnica de HPLC foram examinadas por MALDI-

TOF MS e cada fração apresentou um padrão de espectros diferente. A fração 4 que foi a 

única que inibiu o crescimento micelial de S. sclerotiorum está ilustrada na figura 30. Os 

espectros dessa fração se expressaram em sua maioria entre 400 a 700 m/z e 900 a 1000 m/z e 

todos apresentaram diferenças no padrão de espectros para cada fração. 

 

 
Figura 30: Espectros de massa obtidos a partir da fração 4 do metabólito bruto de T. 

asperellum. Estão indicadas a relação massa-carga (m/z), na faixa entre 200 e 12.000 Da. 

demonstrando maior intensidade relativa entre 400 e 700 m/z. 

 

 

Na literatura recente são encontrados muitos estudos sobre metabólitos secundários 

produzidos por Trichoderma. Entretanto, pouco tem sido feito em termos de aplicação prática 

desses produtos. No Brasil, a baixa aplicabilidade est  limitada à disponi ilidade de produtos 

comerciais    ase de Trichoderma legalmente registrados no  inist rio da Agricultura 

Pecuária e Abastecimento (MAPA). A difusão de conceitos, princ pios e  antagens 
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en ol idos no uso de  ioprodutos   deficiente, limitando o conhecimento dos consumidores 

so re as consequ ncias para a sa de p  lica e am iental do uso intensi o de agrotó icos 

(Machado et al., 2012). Atualmente, a preocupação com o meio ambiente tem se tornado cada 

vez mais crescente e com isso uma parcela de produtores rurais já vem buscando incorporar o 

uso de bioprodutos alternativamente ou em conjunto com o tratamento químico, de forma a 

minimizar o uso destes produtos, ampliando assim, a demanda por tecnologias mais 

amigáveis de controle de doenças. 

Em estudos recentes, Geraldine et al. (2013) mostraram elevada eficiência de isolados 

de T. asperellum no controle do mofo branco do feijoeiro, relacionada a alta produção de 

enzimas hidrolíticas, tais como NAGase e β-1,3-glucanase, envolvidas na degradação da 

parede celular de S. sclerotiorum. Tais compostos produzidos por Trichoderma em meio aos 

metabolitos secundários, devem ser estudados com maior aprofundamento pela técnica de 

HPLC-eletrospray purificando a fração para uma possível identificação da molécula. 

Várias espécies de Trichoderma são reconhecidamente produtoras de metabólitos 

secundários, voláteis e não-voláteis, os quais apresentam amplo espectro de ação 

antimicrobiana (Vinale et al., 2008). Dentre os metabólitos produzidos por Trichoderma spp. 

citam-se: ácido harziânico, alameticinas, antraquinonas, azafilonas, daucanas, harzialactonas, 

bisorbicillinoides, butenolides, tricholina, glisopreninas, ácido heptelídico, gliovirina, pironas, 

tricotecenos, isocianatos, trichosetina, viridina, peptaiboles, entre outros (Mohiddin et al., 

2010; Reino et al., 2008). Na tentativa de identificar a molécula que promoveu grande 

inibição micelial, Carvalho Filho (2013) recromatografou as frações obtidas em coluna HPLC 

que apresentaram atividade e, após muitas análises, pode inferir que os compostos 

responsáveis por essa inibição seriam Trichopactina e Asperelina B. Fungos são organismos 

reconhecidamente produtores de uma grande diversidade de compostos bioativos, razão pela 

qual pesquisas de anos atrás, ainda continuam sendo demandadas para isolar e identificar 
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novos metabólitos (Archer et al., 2008; Sun et al., 2011). Esse   um desafio que pode tra er 

 enef cios su stanciais para vários setores produtivos (Gloer, 2007). Daí a importância de se 

abrir essa frente de trabalho nos laboratórios voltados a conservação e caracterização da 

biodiversidade microbiana.  

Benitez et al. (2004) relataram que ao longo dos anos, T. asperellum tem agido como 

um eficaz agente de biocontrole de patógenos devido à produção de enzimas que hidrolisam 

as paredes celulares de outros microorganismos. No entanto, acredita-se que a capacidade de 

micoparasitismo de Trichoderma também esteja relacionada a grande variedade de 

metabolitos secundários produzidos por estes organismos (O'Brian & Wright, 2011; 

Mukherjee et al., 2012.). Como mencionado por diversos autores citados neste trabalho, a 

espécie de T. asperellum tem se destacado entre as demais espécies com relação à inibição do 

crescimento micelial de fitopatógenos, entre os quais, S. sclerotiorum. Portanto, trata-se de 

um alvo de grande importância de estudos relativos à produção de metabólitos secundários. 

Ensaios in vivo com metabólitos de Trichoderma em plantas de Lupinus luteus 

apresentaram bons resultados na ação preventiva da podridão branca radicular através da 

aplicação de 6pp (6-pentil-α-pirona) ou Harzianolide em sementes ou mudas por imersão em 

soluções desses metabólitos e mostrou o importante papel que esses metabólitos podem 

desempenhar no controle dessa doença (Arjona-Girona et al., 2014). Ensaios complementares 

deverão ser conduzidos em trabalhos futuros, na exploração de metabólitos produzidos pelo 

isolado CEN277.  

Estudos conduzidos por Isaias et al. (2014) mostraram uma proporção média de 

inibição do patógeno S. rolfsii entre metabólitos voláteis e não-voláteis estatisticamente igual 

apenas para um isolado de T. koningiopsis dentre 20 isolados, enquanto para V. dahliae, com 

exceção da testemunha, todos apresentaram diferença significativa entre metabólitos voláteis 

e não- ol teis, De modo geral, os não-voláteis apresentaram melhor desempenho, 
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corroborando os resultados obtidos por Montalvão (2012) com outros isolados de 

Trichoderma da coleção, sobre S. sclerotiorum e S. rolfsii. Sendo assim, esses resultados de 

pesquisa contribuem para a crença de uma melhor eficiência dos metabólitos não-voláteis. 

Com base nessas informações existentes na literatura, testou-se neste trabalho a ação 

metabólica do isolado CEN277 da espécie T. asperellum, que apresentou excelentes 

resultados in vitro. Vários isolados dessa espécie tem mostrado a habilidade de controlar 

diversos patógenos como Cylindrocladium scoparium, causador de tombamento e manchas 

foliares em eucalipto (Carvalho Filho et al., 2008), S. sclerotiorum e Rhizoctonia solani 

(Carvalho Filho, 2013; Braúna et al., 2009), Verticillium dahlia e S. rolfsii (Isaias et al, 2014). 

Diversos autores (Kolombet et al., 2008; Nagayama et al., 2007; Mbarga et al., 2012; Shoresh 

et al., 2005; Wijesinghe et al., 2011; Castillo et al.,2011), tem comprovado o potencial de 

biocontrole de T. asperellum com formulações específicas para sua dispersão em massa no 

campo e em testes de laboratório. Em posse dessas informações, enfatiza-se a importância em 

se levar a frente esse estudo, dando continuidade desde a produção à purificação dos 

metabólitos secundários produzidos por T. asperellum. A partir da identificação desses 

compostos pode-se pensar, no futuro, em utilizar tais moléculas no desenvolvimento de novos 

produtos de origem biológica para a agricultura.  

 

Promoção de crescimento de plantas de feijão em casa de vegetação  

 Pelo método de análise do comprimento da silhueta, os isolados foram separados em 

grupos com médias semelhantes utilizando se o algoritmo PAM (Partitioning Around 

Medoids). De acordo com a análise, os 20 isolados de Trichoderma separaram-se em 

agrupamentos distintos sendo que o número ótimo de grupos foi definido pela silhueta. Ao 

todo foram realizadas duas análises, uma para peso seco de parte aérea e outra para peso seco 

de raiz. 
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 Para a análise de peso seco de parte aérea, formaram-se quatro grupos, como mostra 

na Tabela 8. O comprimento médio da silhueta foi de 0,65, indicando uma razoável separação 

dos grupos. 

 

Tabela 8: Porcentagem de massa seca (g) de parte aérea de plantas de feijão, obtidos nos 

ensaios com relação a testemunha segundo agrupamento sugerido pelo método do 

comprimento médio da Silhueta. Silhueta total: 0,65. 

 

Grupos 

 

n 

 

Códigos dos 

isolados (CEN) 

 

Peso seco médio 

(g) parte aérea 

do feijoeiro 

Promoção de 

crescimento do feijoeiro 

(%) Média +/- Desvio 

padrão 

 

Média 

da 

silhueta 

1 6 151, 129, 002, 

277, 164, 142 

0,61 29,7 +/- 0,09 0,70 

2 7 152, 273, 189, 

208, 190, 143, 163 

0,64 36,1 +/- 0,14 0,73 

3 6 157, 207, 188, 

220, 200, 160 

0,68 44,6 +/- 0,07 0,51 

4 2 228, TEST 0,47 0,0 +/- 0,11 1 

*n: Número de isolados para cada grupo. 

*TEST: Planta controle sem inóculo fúngico. 

 

 

Os maiores valores de massa seca de plantas de feijão estão representados nos grupos 

3 (CEN157, CEN207, CEN188, CEN220, CEN200 e CEN160), seguido do grupo 2 

(CEN152, CEN273, CEN189, CEN208, CEN190, CEN143 e CEN163), grupo 1 (CEN151, 

CEN129, CEN002, CEN227, CEN164 e CEN142) os quais foram muito superiores à 

testemunha. E por fim grupo 4 (CEN228 e testemunha). O incremento na promoção de 

crescimento médio nesses três primeiros grupos, em termos de massa seca de parte aérea 

variou entre 29,7% e 44,6%. O isolado do grupo 4 (CEN228) apresentou valores médios de 

crescimento igual ao da testemunha. Não houve resultados estatisticamente inferiores ao da 

testemunha. 

 Para análise do peso seco de raiz, o número ótimo de grupos definidos pela silhueta foi 

dois (Tabela 9) e o comprimento médio da silhueta foi de 0,64, indicando uma boa separação 

dos grupos. 
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Tabela 9: Porcentagem de massa seca (g) de raiz de plantas de feijão, em relação a testemunha 

absoluta, segundo agrupamento sugerido pelo método do comprimento médio da Silhueta. 

Silhueta total: 0,64. 

 

Grupos 

 

n 

 

Códigos dos isolados 

(CEN) 

Peso seco 

médio (g) da 

raiz do 

feijoeiro 

Promoção de 

crescimento do 

feijoeiro (%) Média 

+/- Desvio padrão 

 

Média da 

silhueta 

1 8 129, 002, 220, 228, 

160, 277, TEST. 

0,25 13,7 +/- 0,09 0,55 

2 14 200, 190, 208, 188, 

273, 163, 157, 151, 

143, 152, 142, 164, 

189, 207. 

0,35 20,6 +/- 0,07 0,69 

*n: Número de isolados para cada grupo. 

*TEST: Planta controle sem inóculo fúngico. 

 

O maior valor referente a massa seca de raiz está representado no grupo 2 (CEN200, 

CEN190, CEN208, CEN188, CEN273, CEN163, CEN157, CEN151, CEN143, CEN152, 

CEN142, CEN164, CEN189 e CEN207), o qual os isolados foram superiores a testemunha. O 

incremento na promoção de crescimento médio nesse grupo foi de 20,6%. Os isolado do 

grupo 1 (CEN129, CEN002, CEN220, CEN228, CEN160, CEN277 e TEST) apresentaram 

valores de crescimento próximos da testemunha com incremento médio de 13,7%. Não houve 

valores inferiores ao da testemunha, sugerindo que os isolados testados não prejudicaram o 

desenvolvimento das raízes das plântulas. 

Os efeitos benéficos de Trichoderma como crescimento de plantas, podem ser 

atribuídos a uma ação indireta do fungo, como aumento da resistência da planta, tanto a 

agentes bióticos como a agentes abióticos, como afirmado por vários autores (Akladious & 

Abbas, 2012; Sharma et al., 2012; Affokpon et al., 2011; Fontenelle et al., 2011; Harman, 

2004). Aparentemente foi o que ocorreu no presente estudo. Todos os ensaios realizados 

demonstraram o potencial de distintos isolados de Trichoderma testados. Esses resultados 

corroboram os obtidos por Montalvão (2012) onde houve incremento na raiz e parte aérea em 
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plântulas de tomate. Em trabalho semelhante o tratamento de solo com suspensão de conídios 

de T. harzianum promoveu aumento do peso de massa seca superior à testemunha, no 

feijoeiro de 10,3%, no rabanete de 8,3%, no tomateiro de 36,8%, na pimenteira de 41,7% e no 

pepineiro de 93,3% (Chang et al., 1986). 

Estudos realizados com plantas de milho conduzidos por Resende et al. (2004) indica 

maior acúmulo de matéria seca das raízes. Já que Carvalho Filho et al. (2008) não verificou 

incremento na promoção de crescimento em ensaios com Trichoderma em Eucalipto. Esses 

resultados sugerem que a promoção de crescimento de plantas, depende fortemente da 

interação isolado e espécie vegetal. 

Harman (2000) realizou experimento que mostra maior crescimento de raízes de soja e 

milho tratadas com T. harzianum T-22 e maior produtividade de pimentão, comparados com 

testemunhas não tratadas. Os mesmos autores, em 2004, comprovaram em seus estudos que o 

isolado T-22 da espécie T. harzianum foi altamente capaz de promover o crescimento de 

plantas e auxiliar no controle e resistências a doenças. Pereira et al. (2014) comprovou que T. 

harzianum foi capaz de promover o crescimento de plantas de feijão comum, como mostrado 

pelo aumento na raiz/áreas foliares e por tamanho em comparação com plantas crescidas na 

sua ausência. Portanto, os dados obtidos neste trabalho corroboram inúmeros outros existentes 

na literatura, mostrando a importância dos fungos do gênero Trichoderma como promotores 

de crescimento de plantas. 

Vale enfatizar que Trichoderma spp. são organismos vivos cujas atividades dependem 

principalmente das diferentes condições físico-químicas e ambientais a que são submetidos. 

Os isolados CEN207 (T. koningiopsis), CEN188 (T. spirale), CEN200 (T. koningiopsis) e 

CEN189 (T. spirale) selecionados em testes in vivo foram considerados como excelentes 

promotores de crescimento feijoeiro. Entretanto, são necessários mais estudos que incluam 

testes de campo para confirmação dessas características visando à utilização desses isolados. 
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Alguns outros aspectos relativos à atividade de Trichoderma merecem ser destacados. 

Por exemplo, Hermosa et al. (2012) verificou que a promoção de crescimento em plantas está 

relacionada também ao processo de solubilização de nutrientes do solo, como o fósforo, por 

esses fungos, otimizando a disponibilização e aproveitamento desse elemento pelas plantas, 

resultando em aumentos significativos na massa seca, comprimento da parte aérea e da área 

foliar. Esse grupo de fungos também pode produzir metabólitos com atividades análogas e 

fitohormônios, como ácido indol acético-AIA como descrito por Cutler et al. (1989). Friedl & 

Druzhinina (2012) observaram que a maioria dos isolados de Trichoderma são exímios 

colonizadores de ambientes radiculares e interior dos tecidos vegetais (endofíticos). Assim, 

Trichoderma interage com a planta pelas raízes ou no entorno delas, estabelecendo uma 

comunicação química e sistêmica, alterando a expressão de inúmeros genes das plantas e 

podendo proporcionar resistência a estresses bióticos e abióticos. Portanto, são diversos os 

mecanismos envolvidos no estímulo de crescimento das plantas por Trichoderma spp. e este 

permanece como um campo a ser explorado. 



84 

CONCLUSÃO 

 

 Os ensaios in vitro permitiram a seleção inicial de isolados de Trichoderma que possuem 

ação inibitória do crescimento micelial de S. sclerotiorum e S. rolfsii.  

 O isolado CEN277 foi o que apresentou melhor desempenho, considerando-se os dois 

ensaios, pareamento de cultura, com nota 1 um em relação à inibição do crescimento de 

ambos os patógenos e 100% de inibição por metabólitos não-voláteis. 

 Os isolados CEN141, CEN161, CEN170, CEN171, CEN173, CEN194, CEN223, 

CEN277 e CEN281 também se destacaram com relação ao pareamento de culturas, com 

nota 1 pra ambos os patógenos. 

 Os Isolados CEN002, CEN143, CEN159, CEN160, CEN162, CEN201, CEN207, 

CEN219, CEN222, CEN227, CEN229, CEN252, CEN254, CEN265, CEN277 e CEN287, 

com taxa de inibição de 100% para S. sclerotiorum devem ser considerados para futuros 

ensaios de biocontrole do mofo branco.  

  Os CEN001, CEN125, CEN126, CEN127, CEN129 e CEN280 com taxa de inibição 

entre 94 e 98% por metabólitos não-voláteis contra S. rolfsii, são indicados para novos 

testes visando ao controle da podridão de esclerócios.  

 Cinquenta e um isolados de Trichoderma foram caracterizados molecularmente utilizando 

duas regiões (ITS e TEF-1α). As árvores filogenéticas geradas a partir da caracterização e 

correspondentes a cada região, não foram divergentes e formaram 5 clados. A região TEF-

1α separou melhor os grupos monofiléticos. 

 Os oito isolados de Trichoderma correspondentes as diferentes espécies identificadas que 

foram selecionados para o MALDI TOF, se agruparam conforme o esperado formando 
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clados no dendrograma, mostrando a adequação dessa técnica associada ao Sistema 

Biotype de análise, para identificação de espécie desse gênero. 

 As investigações com a fração 4 do metabólito bruto extraído do isolado CEN277 (T. 

asperellum) 
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Anexo 1 - Isolados de Trichoderma da Coleção de Microrganismos para o 

Controle Biológico de Fitopatógenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos 

Genéticos e Biotecnologia utilizados neste trabalho. 

Isolados Espécie Hospedeiro/substrato Local 

CEN1 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN2 T. stromaticum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN125 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN126 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN127 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN128 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN129 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN130 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN131 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN132 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN133 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN134 T. harzianum Fungo - Moniliophthora perniciosa Bahia 

CEN139 T. harzianum Solo de campo de soja Goiás 

CEN140 T. harzianum Solo de campo de soja Goiás 

CEN141 T. harzianum Solo de campo de soja Goiás 

CEN142 T. koningiopsis Solo do cerrado Goiás 

CEN143 T. harzianum Solo do cerrado Goiás 

CEN144 T. harzianum Solo do cerrado Goiás 

CEN145 T. harzianum Solo de Brachiaria Goiás 
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CEN146 T. harzianum - Goiás 

CEN147 T. harzianum - Goiás 

CEN148 T. harzianum Solo de Brachiaria Goiás 

CEN149 T. harzianum - Goiás 

CEN150 T. harzianum - Goiás 

CEN151 T. harzianum Solo de campo de milho Goiás 

CEN152 T. harzianum Solo de campo de milho Goiás 

CEN153 T. harzianum Solo de campo de milho Goiás 

CEN154 T. harzianum Solo de campo de milho Goiás 

CEN155 T. harzianum Solo de campo de milho Goiás 

CEN156 T. harzianum Solo de campo de milho Goiás 

CEN157 T. koningiopsis Solo de campo de arroz Goiás 

CEN158 T. harzianum Solo de campo de arroz Goiás 

CEN159 T. asperellum Solo de campo de milho Goiás 

CEN160 T. asperellum Solo Goiás 

CEN161 T. harzianum Solo de campo de arroz Goiás 

CEN162 T. asperellum Solo de campo de arroz Distrito Federal 

CEN163 T. asperellum Solo de campo de arroz Goiás 

CEN164 T. harzianum Solo Goiás 

CEN165 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goiás 

CEN166 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goiás 

CEN67 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goiás 

CEN168 T. tomentosum Solo de campo de sorgo Goiás 
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CEN169 T. harzianum Solo de campo de sorgo Goiás 

CEN170 T. harzianum Solo de campo de milho Goiás 

CEN188 T. spirale Solo Goiás 

CEN189 T. spirale Solo Goiás 

CEN190 T. erinaceum Solo de campo de algodão Goiás 

CEN191 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goiás 

CEN192 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goiás 

CEN193 T. harzianum Solo de campo de sorgo Goiás 

CEN194 T. harzianum - Goiás 

CEN195 T. harzianum Solo de campo de milho Goiás 

CEN196 T. harzianum Solo de campo de goiaba Goiás 

CEN197 T. harzianum Solo de campo de sorgo Goiás 

CEN198 T. tomentosum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN200 T. koningiopsis Solo raiz de Chrysomalanaceae Tocantins 

CEN201 T. asperellum Solo raiz de Vochysziaceae Tocantins 

CEN202 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN203 Trichoderma sp. Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN204 Trichoderma sp. Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN205 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN206 T. spirale Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN207 T. koningiopsis Salo de campo de Myrtaceae Distrito Federal 

CEN208 T. koningiopsis Solo de campo de copaífera Goiás 

CEN209 T. koningiopsis Solo de campo de copaífera Goiás 
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CEN210 T. koningiopsis Solo de campo de copaífera Goiás 

CEN211 T. tomentosum Solo de campo de taquara Goiás 

CEN219 T. atroviride Solo  

CEN220 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN221 T. koningiopsis Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN222 T. spirale Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN223 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN224 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN225 T. tomentosum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN226 T. tomentosum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN227 T. tomentosum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN228 T. tomentosum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN229 T. asperellum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN230 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN231 T. spirale Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN232 T. tomentosum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN233 T. tomentosum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN234 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN235 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN236 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN237 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN238 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN239 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 
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CEN240 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN241 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN242 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN243 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN244 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN245 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN246 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN247 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN248 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN249 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN250 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN251 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN252 T. tomentosum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN253 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN254 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN255 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN256 T. tomentosum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN257 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN258 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN259 Trichoderma sp. Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN260 T. koningiopsis Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN261 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN262 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 
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CEN263 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN264 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN265 T. spirale Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN266 T. tomentosum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN267 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN268 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN269 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN270 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN271 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN272 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN273 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN274 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN275 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN276 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN277 T. asperellum -- São Paulo 

CEN278 T. aureoviride - São Paulo 

CEN279 T. stromaticum - São Paulo 

CEN280 T. longibrachiatum Solo São Paulo 

CEN281 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN282 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN283 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN284 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN285 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 
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CEN286 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN287 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN288 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN289 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN290 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN291 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN292 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN293 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN294 Trichoderma Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN295 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN 296 T. harzianum Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN297 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN298 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

CEN299 Trichoderma sp. Solo entrelinha de algodão São Paulo 

CEN316 T. harzianum Solo de campo de algodão São Paulo 

 


