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Fusarium spp. é o agente causal de podridões radiculares em diversas culturas. No sistema plantio 
direto, áreas compactadas favorecem a incidência dessas doenças. Esses fungos podem também 
infectar os grãos e produzir micotoxinas. Trichoderma spp. vem apresentando resultados promissores 
e pode ser utilizado no manejo integrado de doenças provocadas por patógenos de solo. Os objetivos 
deste trabalho foram: quantificar e correlacionar populações de Fusarium spp., Trichoderma spp. e 
outros (fungos e bactérias) em um solo com características físicas indicativas de compactação, nos 
cultivos de aveia preta e soja; identificar morfológica e molecularmente os isolados de Fusarium spp.; 
caracterizar geneticamente isolados de Trichoderma spp.; testar a eficiência de controle in vitro e in 
vivo de Trichoderma spp. versus Fusarium spp.; e quantificar a produção de deoxinivalenol (DON) e 
zearalenona (ZEA) pelos isolados de Fusarium spp. Amostras de solo foram coletadas no município 
de Victor Graeff (RS) em uma área previamente mapeada quanto à compactação do solo. As coletas 
foram feitas em três profundidades (0-5; 5-10 e 10-15 cm) e em seis níveis de compactação 
estabelecidos pelas medidas de resistência à penetração (Rp) (pontos com maior Rp: 3,4; 4,6 e 5,0 
MPa; e menor Rp: 0,3; 1,3 e 2,2 MPa). Nas amostras coletadas foram realizadas avaliações de 
população fúngica e microbiana (diluições seriais) e de características físicas do solo. Fungos dos 
gêneros Fusarium e Trichoderma, quando presentes nas diluições seriais, foram isolados para 
posterior identificação morfológica e molecular (baseada nas regiões TEF-1α e ITS, respectivamente). 
Foram realizados testes in vitro (confrontação direta) e in vivo (em aveia preta e soja) para avaliar a 
eficiência de controle de Trichoderma spp. versus Fusarium spp. A produção de DON e ZEA foi 
verificada pelo método Elisa e colunas de imunoafinidade, respectivamente. Em aveia preta cultivada 
após a soja, as características físicas e populacionais do solo se correlacionaram mais 
pronunciadamente, sendo que maiores populações de Fusarium spp. e Trichoderma spp. foram 
encontradas nas profundidades 5-10 e 10-15 cm, respectivamente. Identificaram-se 13 espécies de 
Fusarium e a região TEF-1α foi eficiente para sua distinção. T. koningiopsis, T. tomentosum e T. 
asperellum foram identificados, totalizando cinco isolados e todos eles apresentaram bom potencial de 
controle de Fusarium spp. em soja. Em aveia preta, destacaram-se como promotores de crescimento 
radicular, incrementando o peso fresco de plântulas. Em soja, isolados de F. oxysporum e F. 
proliferatum foram patogênicos e provocaram tombamento de plântulas. Para aveia, os isolados de F. 
graminearum não proporcionaram a observação desse sintoma. F. graminearum e F. solani 
produziram tanto DON quanto ZEA, enquanto que F. proliferatum e F. oxysporum produziram apenas 
ZEA.  
 
Palavras-chave: Fungos. Características edáficas. Polimorfismos. Patogenicidade. 

Micotoxinas. 
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Fusarium spp. is the causal agent of root rot in several crops. In no tillage system, compacted 
areas favor the incidence of these diseases. These fungi can also infect the grains and produce 
mycotoxins. Trichoderma spp. has shown promising results and can be used in the integrated 
management of diseases caused by soilborne pathogens. The aims of this study was to 
quantify and correlate populations of Fusarium spp., Trichoderma spp. and others (fungi and 
bacteria) with physical characteristics indicative of soil compaction in the crops of oat and 
soybean; identify morphological and molecularly isolates of Fusarium spp.; genetically 
characterize isolates of Trichoderma spp.; assess the efficiency of in vitro and in vivo control 
of Trichoderma spp. versus Fusarium spp. ; and quantify the production of deoxynivalenol 
(DON) and zearalenone (ZEA) by Fusarium spp. Soil samples were collected at Victor Graeff 
(RS) in an area previously mapped regarding to soil compaction. The samples were taken at 
three depths (0-5, 5-10, and 10-15 cm) and in six compaction levels established by the 
measures of resistance to penetration (Rp) (points with higher Rp: 3.4, 4.6, and 5.0 MPa, and 
lower Rp: 0.3, 1.3, and 2.2 MPa). The samples were evaluated for fungal and microbial 
population (serial dilutions) and soil physical characteristics. Fungi of the genus Fusarium 
and Trichoderma, when present in serial dilutions, were isolated for further molecular and 
morphological identification (based on TEF-1α and ITS regions, respectively). Tests were 
performed in vitro (direct confrontation) and in vivo (in oat and soybean) to evaluate the 
control efficiency of Trichoderma spp. versus Fusarium spp. The production of DON and 
ZEA was measured by Elisa and immunoaffinity columns, respectively. In oat grown after 
soybean the population and physical characteristics of the soil were showed higher 
correlation, with the largest populations of Fusarium spp. and Trichoderma spp. found in 
depths of 5-10 and 10-15 cm, respectively. 13 species of Fusarium were identified and the 
TEF-1α region was efficient for the distinction among them. T. koningiopsis, T. tomentosum 
and T. asperellum were identified, totaling five isolates and all of them showed good potential 
for controlling Fusarium spp. in soybean. In oat, stood out as root growth promoters, 
increasing the fresh weight of seedlings. In soybean isolates of F. oxysporum and F. 
proliferatum were pathogenic and caused damping off of seedlings. For oat, the isolates of F. 
graminearum did not provide the observation of such symptoms. F. graminearum and F. 
solani produced both DON and ZEA, while F. proliferatum and F. oxysporum produced ZEA.  

 
Keywords: Fungi. Soil characteristics. Polymorphisms. Pathogenicity. Mycotoxins. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 
Doenças de plantas estão entre as principais causas da redução de produtividade em 

diversas culturas e constituem um problema que já é citado desde a antiguidade. Por isso, o 

conhecimento da relação entre a microbiota e o agroecossistema é fundamental para que 

métodos de manejo integrado de doenças possam ser utilizados com racionalidade. Doenças 

causadas por patógenos de solo vêm provocando muitas perdas e os métodos de controle 

existentes apresentam pouca eficiência para combatê-los. 

Com a modernização das técnicas de cultivo surgiu o sistema plantio direto que visa a 

não mobilização do solo deixando sobre o mesmo uma camada de palha. Os benefícios 

trazidos por esse sistema são inúmeros, porém a intensificação da mecanização nas operações 

agrícolas acarretou o surgimento de áreas com problemas de compactação do solo devido ao 

tráfego de máquinas na lavoura, alterando suas propriedades físicas. A compactação reduz a 

porosidade total e a macroporosidade, afetando a aeração e trocas gasosas com a atmosfera, 

além da infiltração de água no perfil do solo e aumento da anaerobiose. Além disso, tem-se 

verificado que seus efeitos também se estendem à comunidade microbiana do solo. 

Em geral, áreas com solo compactado vêm apresentando aumento na incidência e na 

severidade de doenças radiculares, como as provocadas pelo gênero Fusarium, consideradas 

de difícil controle. Além disso, a viabilidade de patógenos de solo é prolongada devido aos 

restos culturais sobre o solo, visto que, alguns desses podem sobreviver como necrotróficos. 

Fusarium é um dos gêneros mais estudados, devido aos sérios problemas econômicos 

ocasionados pela sua ação como fitopatógeno e ampla distribuição geográfica. Em soja, 

fungos do complexo Fusarium solani (Mart.) Sacc. são os agentes causais da Síndrome da 

Morte Súbita (SMS) ou Podridão Vermelha da Raiz (PVR), doença que compromete o 

rendimento da cultura. Além disso, diversas podridões radiculares atribuídas a esse patógeno 

têm tomado proporções importantes em áreas cultivadas com soja. A utilização da rotação de 

culturas com plantas de cobertura, como a aveia preta, pode auxiliar na redução do inóculo do 

patógeno presente no solo. 

Fungos do gênero Fusarium possuem muitas variações quanto à características 

morfológicas, patogênicas e de virulência, o que torna sua taxonomia muito rica em espécies, 

formae specialis, raças e isolados. Além disso, esses fungos são produtores de micotoxinas 

tais como deoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, ocratoxina, fumonisina e toxina T-2, que 

quando produzidas em grãos destinados à fabricação de rações para animais, podem causar-
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lhes inúmeros malefícios. Tais toxinas são comuns em grãos, e derivados destinados à 

alimentação humana, tais como farinhas de trigo e milho. 

Como uma alternativa possível para o controle desses fitopatógenos, em especial do 

gênero Fusarium, destacam-se micro-organismos antagonistas, que podem equilibrar as 

populações do patógeno no solo, promovendo o controle da doença de forma progressiva. Tal 

forma de manejo de doenças é conhecida como controle biológico. Nesse sentido, fungos do 

gênero Trichoderma têm sido muito estudados e já são inúmeros os relatos de sua eficiência 

no controle de diversas doenças veiculadas pelo solo, tais como fusarioses e mofo branco 

(causado por Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary).  

A utilização do controle biológico já é bastante empregada na horticultura e 

floricultura e sua aplicabilidade para grandes culturas está se tornando uma realidade. 

Entretanto, ainda é preciso buscar conhecimento sobre a dinâmica desses agentes antagonistas 

em solos cultivados sob sistema plantio direto e com histórico de compactação, pois a pouca 

aeração das camadas compactadas pode comprometer sua sobrevivência. 

Portanto, este trabalho justifica-se pela importância que a soja e a aveia preta assumem 

no cenário agrícola brasileiro, pela expansão do sistema plantio direto e pela necessidade de 

estudos da relação entre populações de Fusarium spp. e Trichoderma spp. em solos com 

zonas compactadas. Também cabe ressaltar que há carência de estudos que contemplem a 

produção de micotoxinas por espécies de Fusarium e suas relações com solo sob diferentes 

níveis de compactação. 

 

 

1.1 Hipóteses 

 

 
I) A incidência de Fusarium spp. e Trichoderma spp. está associada à alterações físicas e 

microbiológicas no solos devido à compactação. 

II) Há diferença na frequência de isolados de Fusarium spp. e Trichoderma spp. oriundos de 

zonas compactadas e não compactadas. 

III) Isolados de Trichoderma spp. obtidos de zonas mais compactadas de solo cultivado com 

aveia preta e soja diferem com relação à eficiência de controle de isolados de Fusarium spp. 

advindos dessas áreas.  

IV) Isolados de Fusarium spp. presentes em solo cultivado com soja não são os mesmos 

encontrados em solo cultivado com aveia preta. 
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1.2 Objetivos 

 

 

- Caracterizar as populações de Fusarium spp. e Trichoderma spp. em solos cultivados com 

soja e aveia preta, em áreas de sistema plantio direto com diferentes níveis de compactação do 

solo. 

- Avaliar as relações entre Fusarium spp. e Trichoderma spp. e as características físicas do 

solo. 

- Identificar, com base em caracteres morfológicos e moleculares os isolados de Fusarium 

spp. obtidos e a caracterizar molecularmente os isolados de Trichoderma spp. utilizados. 

- Testar o potencial de controle de isolados de Trichoderma spp. contra isolados de Fusarium 

spp.  

- Quantificar a produção das micotoxinas zearalenona (ZEA) e deoxinivalenol (DON) pelos 

isolados de Fusarium spp.  

 

 





2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 As culturas de soja e aveia preta, o sistema plantio direto (SPD) e a compactação do 

solo 

 

 

A soja (Glycine max L. [Merril]) é a oleaginosa mais cultivada no mundo. No Brasil, a 

produção na safra 2010/2011 foi de 59,8 milhões de toneladas em uma área cultivada de, 

aproximadamente, 21,4 milhões de hectares com um rendimento médio de 2.794 kg/ha 

(IBGE, 2008). A previsão para a safra 2011/2012 está entre 72 e 73 milhões de toneladas em 

uma área cultivada de, aproximadamente, 25 milhões de hectares (CONAB, 2011). Entre os 

principais fatores que limitam a obtenção de altos rendimentos na cultura estão as doenças 

que podem provocar perdas de até 100% (EMBRAPA, 2007).  

A maioria das áreas cultivadas com soja no Brasil são conduzidas sob sistema plantio 

direto, ocupando cerca de 25,5 milhões de hectares no país (FEDERAÇÃO BRASILEIRA 

DE PLANTIO DIRETO NA PALHA, 2008), sendo o não revolvimento do solo um dos 

preceitos do sistema. Entre as plantas de cobertura do solo mais utilizadas no estado do Rio 

Grande do Sul e no Brasil pode-se citar a aveia preta (Avena strigosa Schreb.) cuja estimativa 

de produção para a safra 2011/2012 foi de 338,3 mil toneladas em uma área cultivada de, 

aproximadamente, 152,5 mil hectares (CONAB, 2011).  

A aveia preta é capaz de melhorar os atributos químicos e físicos do solo, além de 

proporcionar aumento no rendimento das culturas subsequentes (MACHADO et al., 1999). A 

soja cultivada em sucessão à aveia preta é menos afetada por patógenos como Rhizoctonia 

solani J.G. Kühn e Sclerotinia sclerotiorum. Já o trigo, em rotação com aveia preta, apresenta 

menor incidência de doenças radiculares, tais como a podridão de raízes, entre elas o mal-do-

pé, causado por Gaeumannomyces graminis f. sp. tritici J. Walker e a podridão comum, cujo 

agente causal é Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker (SANTOS et al., 1990). 

Para o bom desempenho do sistema plantio direto alguns cuidados devem ser tomados 

e, entre eles, as espécies utilizadas como plantas de cobertura do solo. Resultados mais 

promissores são obtidos com a diversificação dessas espécies, proporcionando não apenas 

equilíbrio na disponibilidade de nutrientes, mas também menor incidência de problemas 

fitossanitários (FIORIN, 2007). Caso esses preceitos não sejam seguidos, com o passar do 
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tempo, essas áreas podem apresentar restrições para o desenvolvimento das plantas, tais como 

a compactação do solo, devido à intensificação da mecanização. Características físicas como a 

resistência à penetração, densidade do solo, macroporosidade, microporosidade e porosidade 

total podem ser utilizadas para a verificação do estado de compactação dos solos agrícolas 

(GIRARDELLO et al., 2011; LIMA et al., 2010; SUZUKI et al., 2008; SUZUKI et al., 2007; 

BEUTLER; CENTURION, 2003). Em áreas experimentais, a avaliação da qualidade do solo 

pode ser feita através da investigação de suas propriedades, assim como as da planta, além da 

densidade, permeabilidade, porosidade, resistência à penetração, agregação e 

desenvolvimento radicular (SOUZA et al., 2001; VIANA, 2005).  

Em lavouras sob sistema plantio direto, o tráfego de máquinas induz a estados 

distintos de compactação, sendo que os maiores níveis ocorrem na região dita “cabeceira” da 

lavoura, onde as máquinas realizam as manobras, enquanto em pontos mais ao centro da 

lavoura a compactação é mais reduzida (SILVA et al., 2004). As principais consequências 

desse processo são a redução da porosidade total e, especialmente, da macroporosidade do 

solo, afetando sua capacidade de aeração e demais trocas gasosas com a atmosfera, além da 

infiltração da água da chuva no perfil do solo (NICOLOSO et al., 2008). A compactação do 

solo pode ser definida como um processo dinâmico e gradual, na qual ocorre um aumento da 

densidade (maior massa de solo por unidade de volume) proporcional ao histórico de cargas 

ou pressões exercidas advindas do intenso tráfego de máquinas e implementos agrícolas e do 

pisoteio de animais em condições de umidade elevada. Amado et al. (2005) afirmam que a 

compactação do solo é uma das principais causas da degradação do solo em áreas de lavouras. 

Atividades como a aplicação de inseticidas e fungicidas ou operações de colheita, não 

permitem ao agricultor utilizar máquinas apenas quando o solo está em condições adequadas 

para tanto. Por isso, além do desenvolvimento de máquinas com menor potencial para a 

compactação, o manejo do solo com vistas a melhorias de sua resistência à compactação 

constitui-se em uma das alternativas que podem ajudar a reduzir esses danos (BRAIDA et al., 

2006). O não revolvimento do solo resulta em uma elevação da densidade do solo na camada 

superficial, de 0 a 10 cm, que, sob condições normais, não causa problemas e pode 

desaparecer gradativamente com o passar dos anos. Em contrapartida, o reflexo de um plantio 

direto mal conduzido se dá na formação de camadas compactadas em maiores profundidades, 

de 8 até 15 cm (SALTON et al., 1998). 
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2.2 A incidência de doenças radiculares em solos compactados 

 

 

O solo é considerado um dos principais habitats para população de micro-organismos 

e dentre esses, encontram-se os fungos (PAUL; CLARK, 1989) que podem ser encontrados 

em populações variando de 104 a 106 organismos por grama (ALEXANDER, 1977). Tais 

micro-organismos participam ativamente dos processos de biodeterioração e biodegradação 

(ALLSOP; SEAL, 1986; EGGINS; ALLSOP, 1985), contribuindo para ciclagem de nutrientes 

e consequentemente, para a manutenção dos ecossistemas. Além dos fungos, outros micro-

organismos do solo, tais como bactérias e actinobactérias atuam na ciclagem de carbono, 

nitrogênio e enxofre. Esses micro-organismos podem ter sua atividade biológica afetada por 

cultivos sucessivos que, além de ter impacto sobre os atributos químicos e físicos do solo, 

provocam redução de macroagregados que fornecem importantes microhabitats para a 

atividade microbiana (DICK, 1992).  

Os efeitos da compactação do solo se estendem à população microbiana edáfica 

através da exsudação produzida pelas raízes. Bouef-Tremblay et al. (1995) revelaram que a 

compactação do solo estimulou a exsudação de compostos solúveis e insolúveis pelas raízes. 

Entretanto, esses autores diagnosticaram que existe carência de estudos que avaliem os efeitos 

da compactação do solo sob populações microbianas que habitam o ambiente radicular. 

Avaliando a população microbiana da rizosfera de milho e meloeiro cultivados sob condições 

de solo compactado, Ikeda et al. (1997) demonstraram que essa condição afetou as populações 

de micro-organismos associados à rizosfera, de maneira qualitativa, sendo que o número de 

bactérias fluorescentes, como Pseudomonas, tornou-se mais elevado quando comparado a 

uma condição de solo não compactado. 

Como prática conservacionista do solo, se mal executado, o sistema plantio direto 

pode causar sérios problemas fitossanitários em cultivos de soja, feijão e trigo, principalmente 

quando a semeadura for realizada com elevado teor de umidade, o solo estiver compactado e 

não se obedecer a um esquema de rotação de culturas. Assim, algumas doenças de expressão 

econômica na Região Sul do Brasil têm sido favorecidas pelo sistema plantio direto, tais como 

o mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), que afeta todas as leguminosas; as doenças 

causadas pelo gênero Fusarium, como a Podridão Vermelha da Raiz (PVR) ou Síndrome da 

Morte Súbita (SDS) em soja (complexo F. solani); Fusarium solani f. sp. phaseoli (Burkh.) 

W.C. Snyder & H.N. Hansen e Fusarium oxysporum Schltdl., que ocorrem no feijoeiro e F. 

graminearum no trigo; a antracnose do feijoeiro (Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & 
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Magnus) Briosi & Cavara); a mancha alvo e a podridão radicular de Corynespora 

(Corynespora cassiicola (Berk. & M.A. Curtis) C.T. Wei) em soja; o tombamento e a murcha 

de Sclerotium (Sclerotium rolfsii) nas leguminosas em geral; o tombamento e a morte em 

reboleira (Rhizoctonia solani); a podridão parda da haste da soja (Cadophora gregata 

(Allington & D.W. Chamb.) T.C. Harr. & McNew) e a podridão da raiz e da haste da soja 

(Phytophthora sojae Kaufm. & Gerd.) (COSTAMILAN, 1999). 

A manutenção de restos culturais na superfície do solo prolonga a viabilidade de 

patógenos necrotróficos e sua permanência na área, retardando a decomposição dos resíduos e 

mantendo, por mais tempo, a fonte nutricional (COSTAMILAN, 1999). Peritécios de 

Gibberella zeae (anamorfo: Fusarium graminearum) podem ser encontrados em restos 

culturais de espécies vegetais frequentemente utilizadas como plantas de cobertura de solo no 

sistema plantio direto, tais como a aveia preta (REIS, 1988).  

 

 

2.3 O gênero Fusarium e as doenças em sistema plantio direto 

 
 

Fusarium é um dos gêneros mais estudados devido aos sérios problemas econômicos 

ocasionados pela sua ação como fitopatógeno e ampla distribuição geográfica. Essa 

distribuição combinada com sua densidade populacional pode estar relacionada ao clima, ao 

tipo de vegetação, à microbiota, aos nutrientes e ao tipo de solo (SAREMI et al., 1999).  

Dessa forma, a presença de patógenos de solo é de extrema importância para a recomendação 

de medidas de controle adequadas ao tipo de área de cultivo. A percolação da água é um 

mecanismo que pode afetar a disseminação de alguns fitopatógenos ao longo do sistema 

radicular de forma que impedimentos no fluxo de água no perfil do solo podem levar ao 

aumento de concentrações de inóculo, acima da camada compactada, por patógenos 

hidrofílicos como Pythium spp. e Phytophthora spp. (GRAY; POPE, 1986).  

Algumas interações entre patógenos e raízes de plantas ocorrem conforme a resposta 

dos micro-organismos a condições de aeração e penetração, além de estresse causado pela 

umidade do solo. Segundo Allmaras (1988), esses fatores estão direta ou indiretamente 

ligados à compactação do solo. O autor ainda menciona que maior severidade de podridão de 

raízes do feijoeiro, causada por Fusarium solani f. sp. phaseoli, foi observada em condições 

de atmosfera com deficiência de O2 e com abundância de N2. Avaliando a severidade da PVR 

em soja, em função da inoculação e irrigação, Neto et al. (2006) verificaram que sintomas 
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típicos da doença, tanto em raízes quanto em folhas, foram observados em parcelas 

experimentais conduzidas sob irrigação e com problemas de compactação do solo, em todos 

os anos em que o estudo foi repetido.  

Algumas espécies do gênero Fusarium sobrevivem em restos culturais no solo, através 

de estruturas de resistência chamadas clamidósporos, o que dificulta o seu controle 

principalmente em áreas onde a soja é explorada de forma contínua (CAVALCANTI et al., 

2002). Além disso, características químicas, físicas e biológicas do solo podem afetar 

diretamente a distribuição espacial da população de Fusarium spp. na lavoura.  

Fusarium spp. exibe uma alta variabilidade genética em nível de espécies, tornando 

necessária a aplicação de ferramentas que possibilitem a diferenciação entre populações do 

fungo. Dentro desse gênero existem variações de características morfológicas, de 

patogenicidade e de virulência, o que resulta em uma classificação em seções, formae 

specialis e raças (OLIVEIRA; COSTA, 2002). De acordo com Zhang et al. (2007), membros 

do complexo de espécies Fusarium solani (Mart.) Sacc., que são morfologicamente similares, 

possuem mais de 45 linhagens distintas.  

Na soja, a PVR, causada pelo complexo Fusarium solani, pode ser encontrada nas 

áreas cultivadas em todo o mundo, tais como nos Estados Unidos (RUPE et al., 2001), Canadá 

(ANDERSON; TENUTA, 1998), Argentina (PLOPER, 1993), Brasil (NAKAJIMA et al., 

1993; 1996), Paraguai (YORINORI, 1999), Bolívia (YORINORI, 2002) e Uruguai (PLOPER 

et al., 2003). Os primeiros estudos de sequências de DNA, determinaram que para Fusarium 

solani existe um complexo de espécies que compreende até 26 espécies filogeneticamente 

distintas, com algumas ainda não descritas e que eram chamadas de Fusarium solani f. sp. 

glycines  (O’DONNELL, 2000a). 

Posteriormente, em estudos morfológicos e genealógicos de Fusarium solani, 

envolvendo isolados coletados na América do Norte e na Argentina, descobriram-se duas 

novas espécies dentro do complexo Fusarium solani que seriam capazes de provocar PVR em 

soja. Na Argentina, Fusarium tucumaniae T. Aoki, O'Donnell, Yosh. Homma & Lattanzi e 

nos Estados Unidos, Fusarium virguliforme O’Donnell & T. Aoki (AOKI et al., 2003). 

Recentemente, mais duas espécies foram descritas como agentes causais da doença no Brasil, 

sendo elas Fusarium brasiliense T. Aoki & O'Donnell e Fusarium cuneirostrum O'Donnell & 

T. Aoki (AOKI et al., 2005) e, recentemente, Fusarium crassistipitatum sp. nov. foi 

identificado como causador da doença na Argentina e no Brasil (AOKI et al., 2011).   
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A PVR pode provocar significativa redução no rendimento e, particularmente, no 

número de vagens por planta (FREITAS et al., 2003). A disseminação do patógeno pode se 

dar através da água de irrigação e uso de implementos agrícolas que contenham propágulos de 

solo contaminado pelo fitopatógeno (DAVIS et al., 2006). Conforme Balardin et al. (2005), a 

velocidade com que o patógeno se disseminou entre as regiões produtoras no Brasil e no 

mundo, sugere que a semente pode ser um agente de disseminação do complexo Fusarium 

solani. Além disso, materiais inertes associados à massa de sementes também podem 

transportar o inóculo e disseminar eficientemente o patógeno causador da PVR. 

A severidade de sintomas foliares da PVR pode ser predita pela densidade 

populacional do patógeno no solo, fatores esses que estão positivamente correlacionados 

(SCHERM et al., 1996). Além disso, a expressão dos sintomas na planta depende de fatores 

como ano e época de semeadura, estando relacionados com a colonização das raízes pelo 

patógeno (HERSHMAN et al., 1990).  

Outra espécie que possui grande importância é Fusarium graminearum que pode ser 

encontrado em restos culturais e em sementes como aveia preta, trigo, cevada, arroz, milho, 

centeio, entre outras poáceas (REIS, 1990; SHURTLEFF, 1992). De acordo com Baird et al. 

(1997), culturas desse patógeno foram recuperadas a partir de restos culturais de soja, o que 

pode significar maior intensidade de doenças em culturas subsequentes (tais como trigo) e 

menor rendimento em sistema plantio direto. Fusarium graminearum pode ser disseminado 

para a parte aérea da planta através de respingos de chuva ou irrigação por aspersão 

(GALVES, 1976). Em milho, Gibberella zeae (anamorfo: F. graminearum) é o agente causal 

da podridão do colmo, doença que ataca plântulas. O fungo sobrevive nos restos culturais e 

produzindo estruturas denominados peritécios. Os esporos que saem dos peritécios servirão 

como fonte de inóculo incial para infectar a parte aérea dos cultivos da safra seguinte, tais 

como aveia preta, trigo, cevada e centeio (JACKSON et al., 2009). 

Possivelmente, Fusarium graminearum é um dos patógenos que apresentam melhor 

adaptação dentro desse sistema de cultivo (YUYAMA; HENNING, 1999). Recentemente, 

esse fungo foi encontrado associado a sementes de soja, causando redução de vigor e damping 

off (ELLIS et al., 2011). Além disso, em plantas de soja infectadas por Fusarium 

graminearum foram observados sintomas, no estádio fenológico R5 (FEHR; CAVINESS, 

1977), como descoloração interna e externa da haste, além de queima da vagem e sintomas 

foliares (clorose internerval) (PIOLI et al., 2004). 

Na Europa, os principais agentes causais de giberela em trigo são Fusarium 

graminearum Schwabe, Fusarium culmorum (Wm. G. Smith) Sacc., Fusarium avenaceum 
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(Fr.:Fr.) Sacc. e Fusarium poae (Peck) Wollenw. (LANDSCHOOT et al., 2011). Testes de 

patogenicidade apontaram Fusarium graminearum como a mais agressiva em trigo dentre as 

encontradas na Hungria (MESTERHAZY, 1985). 

Fusarium culmorum é comumente encontrado em cereais (BAKAN et al., 2002) e, 

assim como Fusarium graminearum, é produtor de tricotecenos tipo B (deoxinivalenol e 

acetildeoxinivalenol) (MARASAS et al., 1984). Além da produção de micotoxinas, essas 

espécies, juntamente com Fusarium avenaceum, podem causar morte de plântulas, podridão 

de raízes e danos em espigas (no caso de cereais de inverno), resultando em perda de 

rendimento (PARRY et al., 1995). Na Tunísia, a inoculação de sementes de cultivares de trigo 

duro com Fusarium culmorum foi capaz de reduzir o rendimento das mesmas. Também foi 

observado um aumento na incidência de podridão radicular e de coroa quando as plantas 

inoculadas com o patógeno foram expostas a um cenário de estresse hídrico. Esse estudo 

concluiu que a resistência da cultivar de trigo duro e o manejo da irrigação podem ser 

importantes no controle de podridão radicular provocada por Fusarium (CHEKALI et al., 

2011).  

A distribuição bem como a predominância do complexo Fusarium graminearum está 

fortemente associada a fatores climáticos, especialmente a temperatura e umidade. Outro fator 

importante para a sobrevivência do inóculo inicial do(s) patógeno(s) causadores de giberela 

em cereais de inverno é o sistema de cultivo adotado (LANDSCHOOT et al., 2011). Entre 

algumas medidas de controle voltadas ao patossistema giberela/cereais de inverno, pode-se 

citar: i) aplicação de fungicidas; ii) esquema de rotação de culturas; iii) manejo de plantas 

invasoras (que poderiam constituir hospedeiros alternativos ao complexo Fusarium 

graminearum) e iv) resistência genética do hospedeiro (SCHAAFSMA; HOOKER, 2007). O 

sistema plantio direto, no qual os restos culturais permanecem na lavoura entre um cultivo e 

outro, certamente contribui para a manutenção do inóculo primário de Fusarium 

graminearum que iniciará um novo ciclo da doença no próximo cultivo de cereais de inverno 

(LANDSCHOOT et al., 2011). 

 

 

2.4 Fusarium spp. e a produção de micotoxinas 

 

 

Espécies de Fusarium produzem metabólitos secundários nos tecidos do hospedeiro 

que podem ser fatores de patogenicidade ou virulência (JOFFE, 1986). Isolados de Fusarium 
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solani f. sp. glycines, em meio de cultura, produzem um polipeptídeo fitotóxico, com peso 

molecular de 17 kDa, e uma fitotoxina de baixo peso molecular conhecida como monorden. 

Além desta, isolados de Fusarium são capazes de produzir uma gama de toxinas tais como 

novarubina, norjavanicina, javanicina, fusarubina, marticina e isomarticina (BAKER; 

NEMEC, 1994).  

Conforme relatado por Souza Filho e Duarte (2007), o efeito provocado pelas toxinas 

produzidas por Fusarium spp. pode ser resultado da ação isolada de uma delas ou pela sua 

ação conjunta. Os autores verificaram o potencial alelopático que filtrados de cultura do 

patógeno apresentaram sob a germinação de sementes de malícia (Mimosa pudica L.) e mata-

pasto (Senna obtusifolia (L.) Irwin; Barneby), plantas invasoras de pastagens. Filtrados de 

cultura de Fusarium solani f. sp. glycines foram relatados como tóxicos a calos, sementes em 

germinação, cotilédones e plantas de soja (JIN et al., 1996). Em trigo e outros cereais de 

inverno, o acúmulo de micotoxinas nos grãos infectados com o fungo reduz a qualidade dos 

mesmos, já que pode provocar micotoxicoses aos seres humanos e aos animais. O fungo, além 

de infectar as espigas, pode também infectar a raiz, a coroa e partes basais da planta de trigo, 

causando morte de plântulas (podridão comum da raiz) (SUTTON, 1982).  

Os tricotecenos formam um grupo que compreende cerca de 180 compostos 

produzidos por Fusarium, Stachybotrys, Myrothecium e outros gêneros fúngicos. O nome 

dessas toxinas é derivado do fungo Trichothecium e, esses compostos, estão quimicamente 

relacionados aos sesquiterpenóides que possuem um esqueleto tetracíclico 12,13-epoxi-

tricotec-9-eno com funções ester e álcool nas porções externas da molécula (NEWMAN; 

RAYMOND, 2005). A presença ou asuência de grupos funcionais nessa estrutura pode 

classificá-los como do tipo A, B, C e D (GERALDO et al., 2006).  

Tais compostos possuem vários graus de citotoxicidade e, algumas características 

toxicológicas da contaminação por tricotecenos em mamíferos são inibição da síntese de 

proteínas, irritação da pele, hemorragia, diarréia, náuseas, refluxo alimentar e vômitos 

(SMITH; MOSS, 1985). Deoxinivalenol, fusarenon-X, diacetoxiscirpenol, neosolaniol, 

nivalenol e toxina T2 são os tricotecenos mais frequentemente encontrados em Fusarium 

graminearum (GERALDO et al., 2006). O gene cluster TRI é responsável por codificar 

enzimas catalisadoras de reações bioquímicas que resultam na formação dos tricotecenos 

(BROWN et al., 2004). Atualmente, a contribuição do gene cluster TRI vem sendo elucidada 

através de marcadores moleculares (ALEXANDER et al., 2011). 

O tricoteceno deoxinivalenol (DON) é classificado como um tricoteceno tipo B 

(presença de função ceto no oitavo átomo de carbono e presença de função hidroxila no 
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sétimo carbono) (ALEXANDER et al., 2011), e pode ocorrer tanto na forma monoacetilada 

(15-acetyldeoxynivalenol, 15-ADON) quanto diacetilada (3-acetyldeoxynivalenol, 3-ADON). 

É uma das principais micotoxinas encontrada em trigo, aveia, centeio, cevada e milho. Além 

de DON e suas formas acetiladas, nivalenol (NIV) é outra micotoxina classificada nesse 

grupo e geralmente encontrada nas culturas acima mencionadas (DEL PONTE et al., 2012; 

MATTILA, 2010; LOGRIECO et al., 2002). 

Outra micotoxina importante que pode ser produzida por Fusarium é a zearalenona 

(ZEA). Produto do metabolismo secundário do fungo possui atividade estrogênica em 

mamíferos (MARASAS et al., 1984; NEISH; COHEN, 1981). Essa micotoxina ocorre 

principalmente durante a fase de desenvolvimento de vários grãos quando o fungo ataca e 

coloniza os grãos durante períodos de alta pluviosidade. O patógeno se prolifera em grãos 

maduros que não foram suficientemente secos, durante a colheita ou período de 

armazenamento e oscilações entre temperaturas baixas (12-14°C) e altas (25-28°C) são 

necessárias para desencadear e manter a produção de ZEA em grãos (MARASAS et al., 

1984). Estável em temperaturas acima de 150 °C, ZEA só pode ser degradada quando exposta 

a temperaturas mais elevadas ou sob condições de alcalinidade (EFSA, 2011). 

Muita importância tem sido dada para o estudo com micotoxinas envolvendo a saúde 

humana e animal. Atualmente micotoxinas estão envolvidas nas cadeias alimentares de 

animais e humanos através da contaminação de cereais, alimentos e outras commodities, 

resultando em problemas toxicológicos e imunológicos (RILEY, 1998; ROTTER et al., 1996; 

SINHA; BHATNAGAR, 1998). Em amostras de grãos de cevada (safras 2007 a 2009), 

coletadas em regiões produtoras situadas no norte e sul do Rio Grande do Sul, foi detectada, 

através da amplificação de porções do gene cluster TRI (TRI 3 e TRI 12) em genótipos F. 

graminearum species complex, a presença de DON, 3-ADON, 15-ADON e NIV, sendo o 

genótipo 15-ADON o predominante, independentemente do ano e local (ASTOLFI et al., 

2011).  

Em um estudo realizado com amostras de grãos de trigo (safras 2006 a 2008), oriundas 

de lavouras localizadas no norte do Rio Grande do Sul, foi observada a co-contaminação de 

DON e NIV (com níveis médios de 540 e 337 µg/kg, respectivamente), em amostras coletadas 

no mesmo local e ano, embora uma variação significativa nos níveis de DON tenha sido 

observada entre as safras avaliadas. No Brasil, foi a primeira vez que níveis de NIV próximos 

aos de DON, em avaliações epidemiológicas que contemplaram vários anos, foi relatada 

(DEL PONTE et al., 2012). Os autores também salientam que essas informações são 

preocupantes para as indústrias que beneficiam trigo tendo em vista a contaminação por 
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micotoxinas na cadeia alimentar, especialmente pela presença de NIV, que não é 

regulamentada. 

Micotoxinas do gênero Fusarium são produzidas in vitro e grãos de arroz e milho são 

utilizados como substrato sólido para o crescimento do patógeno. Para identificação de 

micotoxinas, técnicas como cromatografia de camada delgada (TLC), cromatografia de gás-

líquido (CG) ou cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE ou HPLC) (BETINA, 1984; 

COLE, 1986) podem ser utilizadas. Porém, em razão do preparo das amostras para análise por 

esses métodos ser muito dispendioso, sua aplicação prática torna-se muitas vezes limitada. 

Com isso, métodos imunoquímicos, considerados rápidos e baratos, têm sido utilizados. Entre 

esses métodos, a técnica Elisa (enzime-linked immunosorbent assay), que inclui testes 

diversos, tem sido utilizada amplamente para análise de micotoxinas (CHU, 1996). Testes 

baseados nessa técnica possuem a vantagem de serem simples, quantitativos, específicos, 

sensíveis e requererem pequenos volumes de amostra (LÚCIO et al., 2007). 

Outra técnica que pode ser utilizada para a detecção de micotoxinas é a técnica 

cromatográfica por imunoafinidade que pode ser considerada como uma inovação entre as 

metodologias para detecção de toxinas de origem biológica de baixa massa molecular. A 

técnica baseia-se na introdução de um componente biológico (anticorpo imobilizado em 

minicoluna) na etapa de limpeza, seguida de uma análise qualitativa empregando CLAE ou 

outras metodologias analíticas de alta sensibilidade (JURADO; JARRET, 2003; KONDO et 

al., 2002). Essa análise confere rapidez e especificidade no preparo de amostra (WATANABE 

et al., 2001; ZHAO et al., 2003) e tem sido amplamente difundida na análise de fumonisinas 

em milho e produtos derivados (CHENG et al., 2002), tricotecenos em milho, trigo, cevada e 

malte (TACKE; CASPER, 1996) e zearalenona em cereais e rações (FAZEKAS; TAR, 2001). 

 
 
2.5 Controle biológico de doenças provocadas por Fusarium spp. 

 
 

Devido à complexidade do sistema solo e da variabilidade genética existente no 

gênero Fusarium, doenças causadas por esses fungos, e entre elas a PVR da soja, são 

consideradas de difícil controle. Uma estratégia recomendada é a combinação de várias 

medidas de controle que, conjuntamente, podem fornecer resultados positivos de controle. 

Entre essas medidas está o controle biológico, que preconiza a utilização de micro-organismos 

antagonistas capazes de interferir na sobrevivência ou nas atividades determinantes da doença 

provocadas pelo fitopatógeno (BETTIOL; GHINI, 1995).  
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Nesse sentido, um dos gêneros fúngicos mais estudados e eficazes é Trichoderma. O 

gênero apresenta espécies que exercem antagonismo a vários fitopatógenos através do 

parasitismo e/ou antibiose e tem sido utilizada como agente de biocontrole, promotor de 

crescimento e na melhoria da germinação e sanidade de sementes (ETHUR et al., 2006). A 

forma de ação de Trichoderma como agente de controle biológico pode estar associada à 

competição por nutrientes, produção de metabólitos antifúngicos, enzimas hidrolíticas da 

parede celular, quitinases, proteases e glucanases (PAPAVIZAS, 1985; MELO, 1991). 

De acordo com Howel (2003), espécies de Trichoderma são capazes de suprimir o 

desenvolvimento de vários fungos fitopatogênicos e seus mecanismos antagonistas são 

influenciados pelo tipo de solo, condições de temperatura e umidade, e, também, pela 

microflora associada. No entanto, sua dinâmica e sobrevivência em solos com presença de 

compactação ainda é pouco estudada. Além disso, alguns isolados de Trichoderma spp. 

produzem, in vitro, enzimas quitinolíticas e glucanases que são capazes de degradar a parede 

celular de alguns fitopatógenos (ELAD et al., 1983).  

Em um estudo que avaliou a atividade antagônica de isolados de Trichoderma spp. 

contra Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., em lavouras de sorgo e feijoeiro na região 

nordeste do México, Larralde-Corona et al. (2008) mostraram que todos os isolados de 

Trichoderma spp. utilizados nos testes exibiram diferentes capacidades antagônicas ao 

patógeno, embora os isolados TCBG-2 (Trichoderma sp.), TCBG-3 (Trichoderma atroviride 

P. Karst.), TCBG-8 (Trichoderma koningiopsis Samuels, C. Suárez & H.C. Evans), e o 

controle positivo (Trichoderma harzianum Rifai IMI206040) tivessem os melhores 

desempenhos contra Macrophomina phaseolina.  

O entendimento da presença e distribuição de Trichoderma spp. e Fusarium spp. no 

solo de diferentes culturas, em diferentes ambientes de cultivo, é importante para a elaboração 

de programas eficazes no biocontrole de patógenos de solo (ETHUR et al., 2008). Sivan e 

Chet (1989) observaram diferenças na colonização das raízes de meloeiro, algodoeiro e 

tomateiro por Trichoderma harzianum em solo irrigado e não-irrigado, enquanto na escassez 

de água, mesmo em solo rizosférico, o agente de biocontrole apresentou redução populacional 

em torno de 40%, demonstrando dificuldade em se manter no ambiente.  

Alguns fitopatógenos que podem ser controlados por espécies de Trichoderma são 

Gaeumannomyces graminis, Pythium sp., Botrytis cinerea, Colletotrichum truncatum 

(Schwein.) Andrus & W.D. Moore, Cylindrocladium floridanum Sobers & C.P. Seym., 

Phytophthora citrophthora (R.E. Sm. & E.H. Sm.) Leonian, Sclerotinia sclerotiorum e outros 

numerosos patógenos em culturas de importância econômica (KUBICEK; HARMAN, 1998). 
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Apesar disso, ainda existem poucos estudos que relatem o potencial de Trichoderma spp. 

como biocontroladores de espécies patogênicas de Fusarium spp. (CALISTRU et al., 1997). 

Contudo, de acordo com relatos de Kleifeld e Chet (1992), T. harzianum pode sobreviver em 

plantas, aumentando a germinação de sementes e promovendo o crescimento do vegetal, 

assim como a produção de flores.  

Várias espécies de Trichoderma spp. têm sido utilizadas em biocontrole de patógenos 

radiculares, como Rhizoctonia solani, Fusarium spp. e Armillaria spp. Também existem 

exemplos bem sucedidos de seu uso contra fungos de parte aérea, como é o caso de Venturia 

spp. e Botrytis spp. (MELO, 1996). Além disso, de acordo com Mukherjee e Raghu (1997), 

Trichoderma sp. apresenta capacidade antagonística à Sclerotium rolfsii, patógeno que causa 

perdas de pós-colheita e armazenamento em cenoura e beterraba.  

Em um estudo que avaliou a capacidade antagonística de Trichoderma harzianum 

ITEM 3636 e Trichoderma longibrachiatum Rifai ITEM 3635 em uma lavoura de amendoim 

com histórico de podridão radicular causada por Fusarium solani, Rojo et al. (2007) 

verificaram que Trichoderma harzianum foi mais eficiente do que Trichoderma 

longibrachiatum no controle da doença. Os autores ainda ressaltaram que o uso de fungicidas 

para o controle desse patógeno na cultura do amendoim não possui eficácia. 

Além do exposto, fungos do gênero Trichoderma têm demonstrado potencial de 

controle, em pós colheita, na produção de fumonisinas, micotoxinas produzidas por Fusarium 

spp., em sementes de milho durante o armazenamento e sua utilização pode ser uma 

alternativa para aplicação em grãos de milho destinados, especialmente, para alimentação 

animal (BACON et al., 2001). Espécies de Trichoderma spp. também estão envolvidas em 

processos de decomposição, ciclagem de nutrientes e na regulação da microbiota associada ao 

solo (ESPOSITO; SILVA, 1998).  

O controle biológico de damping off de pré-emergência por isolados de Trichoderma 

virens estaria relacionado à sua capacidade de degradar compostos produzidos pela semente e 

que estimulariam a germinação de propágulos do patógeno (HOWELL, 2002). Respostas de 

defesa em plantas de algodoeiro, induzidas por isolados de Trichoderma virens (J.H. Mill., 

Giddens & A.A. Foster) Arx, foram observadas no controle de Rhizoctonia solani (HOWELL 

et al., 2000) e entre as suas interações antagônicas estariam inclusos processos de liberação do 

antibiótico gliotoxin (antibiose) e sideróforos para aquisição de ferro (competição) (WILHITE 

et al., 2001). 
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2.6 Métodos moleculares baseados na análise de DNA para caracterização de Fusarium 

spp. e Trichoderma spp. 

 

 

Embora a utilização de marcadores morfológicos seja ainda muito utilizada para 

identificação de espécies dos gêneros Fusarium e Trichoderma, nem sempre tais 

características são eficientes para diferenciação de isolados. Os métodos fenotípicos algumas 

vezes não permitem a correta identificação das espécies desses gêneros, podendo gerar 

resultados conflitantes. Pelas limitações em desenvolver estudos morfológicos, os métodos 

moleculares podem auxiliar no esclarecimento da taxonomia (MANICOM et al., 1987), além 

de serem rápidos e bastante sensíveis (MENEZES et al., 2010).  

 A composição e sequência do material genético determinam a identidade dos seres 

vivos e, nesse sentido, as técnicas utilizadas para diagnóstico molecular que visem à 

caracterização de organismos são baseadas na análise direta ou indireta da composição e/ou 

da sequência de ácidos nucléicos (MARQUES, 2003). Para a discriminação de Fusarium spp. 

e Trichoderma spp. destaca-se a utilização da Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase 

Chain Reaction - PCR) associada ao sequenciamento do gene Fator de Elongação-1α 

(Elongation Factor-1α – TEF-1α) (O’DONNELL et al., 1998; CARBONE; KOHN, 1999; 

REHNER, 2001) e do Espaço Interno Transcrito (Internal Transcribed Spacer - ITS) 

(KURAMAE; SOUZA, 2002; WHITE et al., 1990), respectivamente.   

A região do fator de elongação 1α (TEF-1α) em eucariotos, é altamente conservada e 

pertence à família das GTPases (enzimas hidrolíticas que se ligam e hidrolisam o GTP-

guanosina trifosfato), que incluem fatores protéicos envolvidos no início, alongamento e fim 

da tradução (KEELING et al., 2004). Além disso, interações com proteínas do citoesqueleto, 

calmodulina e sistema proteolítico dependente de ubiquitina são outras funções celulares do 

TEF-1α. Devido à sua essencialidade, o TEF-1α é considerado uma das proteínas celulares 

mais evidentes (NEGRUTSKII; EL’SKAYA, 1998) e, por ser uma região altamente 

conservada, tem sido muito utilizada nas análises de filogenia em fungos (GENTILE et al., 

2005; MOON et al., 2004). Esses genes exibem uma variabilidade muito maior do que 

sequências do gene β-tubulina, por exemplo, que são frequentemente utilizadas em taxonomia 

filogenética. Além disso, a análise de sequências TEF-1α permite a identificação de variações 

intraespecíficas (AOKI; O’DONNELL, 1999). 

Espécies de Fusarium são tradicionalmente identificadas através de características 

morfológicas, porém esse método é muito dispendioso e requer certo grau de expertise no 
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âmbito da taxonomia desse gênero fúngico (KRISTENSEN et al., 2007). Estudos 

filogenéticos realizados com Fusarium spp. apontaram que a região do fator de elongação 1α 

(TEF-1α) pode ser utilizada como uma ferramenta adequada para distinguir espécies do 

fungo, possuindo correlação com 16 taxa de Fusarium com capacidade micotoxicogênica 

(O’DONNELL et al., 1998; KRISTENSEN et al., 2005). 

Sequências baseadas em TEF-1α vêm sendo consideradas, até o momento, como o 

melhor marcador genético para distinguir espécies de Fusarium (GEISER et al. 2004; 

SEIFERT; LEVESQUE, 2004). Entretanto, para espécies pertencentes ao complexo Fusarium 

graminearum, essa região não seria eficiente para diferenciar as nove diferentes espécies nele 

agrupadas em virtude de seu polimorfismo muito limitado, não contemplando todos os 

indivíduos desse complexo (O’DONNELL et al., 2000b). 

Muitas cópias de rDNA, tais como 18S, 5.8S e 28S, encontram-se arranjadas por 

espaços não codificados e as sequências codificadas do rDNA são altamente conservadas 

entre espécies de fungos (HILLIS; DIXON, 1991). A região do Espaço Interno Transcrito 

(ITS) está localizada entre os genes 18SnrDNA e 28SnrDNA e é altamente conservado na 

espécie, mas é variável entre espécies, motivo esse que a torna uma ferramenta 

frequentemente utilizada para taxonomia de gêneros e espécies (BRUNS et al., 1991; 

ANTONIOLLI et al., 2000; GOMES et al., 2002; LUPATINI et al., 2008), o que poderia ser 

associado ao fato de que as regiões dos espaçadores ITS, por evoluírem mais rapidamente, 

podem variar intraespecificamente na sequência de bases e em seu comprimento (GERBI, 

1985). Atualmente, acredita-se que essas regiões espaçadoras possuam homologia na 

sequência nucleotídica intra e interespecífica menor do que os genes 18S e 28S 

(WATANABE et al., 2011).  

Quando houver grande diferença taxonômica dentro de espécies de um fungo e 

existirem outras espécies relacionadas, a região genômica frequentemente escolhida para 

estudos filogenéticos é o rDNA e, particularmente, o ITS devido à grande quantidade de 

sequências disponíveis (GLYNN et al., 2005). Crouch et al. (2009) testaram a utilidade de 

sequências obtidas dessa região para diagnosticar afiliações de espécies de Colletotrichum 

através de pesquisas de similaridade na base de dados do GenBank e por métodos 

filogenéticos (dendrogramas). Com a finalidade de descrever a posição filogenética de duas 

espécies de Hypocrea (H. patella Cooke & Peck e H. neorufa Samuels, Dodd & Lieckf.), 

teleomorfo de Trichoderma spp., Dodd et al. (2002) realizaram análises moleculares 

utilizando as regiões ITS do rDNA e TEF-1α. Tais análises revelaram proximidade genética 

entre H. patella e o clado Trichoderma longibrachiatum/H. schweinitzii (Fr.) Sacc. e H. 
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neorufa e o clado T. viride Pers. /H. rufa, T. atroviride/H. atroviridis Dodd, Lieckf. & 

Samuels, T. koningii Oudem./H. koningii Lieckf., Samuels & W. Gams e T. asperellum 

Samuels, Lieckf. & Nirenberg. 

 Embora seja muito aplicada em estudos de taxonomia molecular, a região ITS 

apresenta algumas desvantagens, entre elas a de que seria menos informativa do que a do gene 

β-tubulina na diferenciação de espécies de Pestalotiopsis em Pinus armandii Franch. e Ribes 

spp. (“currants” ou groselha) (HU et al., 2007). Além disso, quando associados à 

endonucleases de restrição, os tamanhos de fragmentos gerados pela amplificação da região 

ITS do rDNA não foram suficientes para diferenciar três isolados de Trichoderma spp. 

(MENEZES et al., 2010). A aplicabilidade dos primers ITS1 e ITS2 para estudos 

metagenômicos que utilizem métodos de sequenciamento com alto rendimento é questionável 

em função de que a quantificação, baseada no ITS, de espécies que estão em abundância no 

ambiente dependerá do número de cópias dessa região no respectivo genoma e isso pode 

variar entre diferentes espécies (FRIEDL; DRUZHININA, 2012). 

 

 





3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1 Área de estudo e amostragem de solo 

 

 

As coletas foram realizadas nos meses de maio de 2009 e maio e novembro de 2010, 

na semeadura de trigo após a soja; aveia preta, após a soja, e com 45 dias de idade; e aveia 

preta, 30 dias após a aplicação de herbicida, respectivamente. A área onde foram realizadas as 

coletas é integrante do Projeto Aquarius (parceria entre a UFSM - através do Setor de Uso, 

Manejo e Conservação do Solo (Departamento de Solos),  e empresas privadas com objetivos 

comuns de desenvolver e difundir a Agricultura de Precisão na Região do Alto Jacuí), 

localizada no município de Victor Graeff - RS com coordenadas geográficas S 28º31’40” e W 

52º40’18”. O histórico das culturas implantadas na área entre as safras 2005-2010 é 

apresentado na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1 - Histórico de culturas implantadas na área onde foram realizadas as coletas de solo 
para quantificação de população fúngica e caracterização física do solo. Victor 
Graeff, RS, 2010. 

 
Local Safra agrícola Cultura implantada 

Área total: 50,6 ha 

Inverno 05 Canola 
Verão 05/06 Soja 
Inverno 06 Trigo 

Verão 06/07 Soja 
Inverno 07 Aveia preta 

Verão 07/08 Milho 
Inverno 08 Aveia preta 

Verão 08/09 Soja 
Inverno 09 Trigo 

Verão 09/10 Soja 
Inverno 10 Aveia preta 

Verão 10/11 Soja 
 

 

O solo da propriedade, segundo Embrapa (2006), está classificado como um Latossolo 

Vermelho e o clima da região, segundo a classificação de Köppen, é do tipo Cfa subtropical. 

A temperatura média normal do mês mais quente ocorre em janeiro (24,6ºC) e a do mês mais 
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frio em junho (12,9ºC). As chuvas são distribuídas regularmente em todos os meses do ano, 

com precipitação oscilando entre 1.500 a 1.750 mm. 

Mapas de resistência à penetração foram elaborados utilizando um Penetrômetro Geo-

Referenciado PNT-2000, com ponta cônica de 30º e com área do cone de 129 mm2 segundo 

normas ASAE S313.3. As observações foram realizadas a cada 1 cm de profundidade até uma 

profundidade máxima de 40 cm. Simultaneamente às avaliações de resistência à penetração, 

foi realizada a determinação da umidade gravimétrica do solo, nas profundidades de 0-5; 5-

10; 10-20 cm de profundidade, com o auxílio de um trado calador.  

Dessa forma, os tratamentos foram compostos por duas culturas: aveia preta e soja, 

seis níveis de compactação estabelecidos pelas medidas de resistência à penetração (Rp) 

(pontos com maior Rp: 3,4; 4,6 e 5,0 MPa; e menor Rp: 0,3; 1,3 e 2,2 MPa) representadas na 

Figura 1 através das áreas vermelhas e verdes, respectivamente, e diferentes profundidades (0-

5; 5-10; 10-15 cm) de coleta. Os pontos que representavam maior Rp (P26; P21 e P29) e 

menor Rp (P133; P91 e P54) foram demarcados através de coordenadas geográficas (Figura 

2).  Foi realizada uma coleta de solo no ponto, e três a 5 m de distância em torno do mesmo. 

 

 

 
 

Figura 1 – Mapa de resistência à penetração (Rp) com diferentes níveis de compactação do 
solo, conforme penetrometria, em área localizada no município de Victor Graeff, 
RS. Santa Maria, 2008. Fonte: Girardello (2009). 

Mapa de resistência à penetração 

    < 2M KPa; área: 42,86 ha (82,96%)  
     
    > 2M KPa; área: 8,81 ha (17,04%) 
     
    Níveis de compactação  
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Figura 2 – Imagem de satélite contendo os pontos de coleta de solo, indicados por 

coordenadas GPS. Victor Graeff, 2012. Fonte: Google Earth (data da imagem: 
11/02/2012). 

 

 

A amostragem de solo foi realizada com auxílio de uma pá de corte. Os pontos onde 

foram realizadas as coletas foram definidos através de sorteio. Para cada ponto foram 

coletadas quatro repetições, correspondentes as repetições de campo, e a pá desinfetada com 

álcool 70% a cada troca entre repetições de campo. As amostras de solo, correspondentes a 

cada profundidade, em cada repetição de campo, foram imediatamente acondicionadas em 

sacos plásticos e encaminhadas ao Laboratório de Fitopatologia (UFSM). 

 

 

3.2 Quantificação de Unidades Formadoras de Colônia (UFCs) de Fusarium spp., 

Trichoderma spp. e outros (fungos e bactérias)  

 

 

Com as amostras de solo coletadas (Item 3.1), foram realizadas diluições seriais de 

solo. Para esse procedimento, foram utilizados 10 g de solo de cada tratamento, diluídos em 

90 mL de água destilada e esterilizada acrescida de duas gotas do emulsificante Tween 80®. A 

suspensão foi agitada por 30 min, em agitador do tipo Fisher – Flexa Mix™ (USA) e, dessa 

suspensão, foram feitas diluições seriais até a diluição 10-4. De cada diluição, foi retirada uma 
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alíquota de 0,5 mL-1 e colocada em seis placas de Petri contendo meio de cultura Batata-

Dextrose-Ágar (BDA) (Anexo 1) acrescido com 0,05 mg de estreptomicina/100 mL de meio. 

Após a incubação por sete dias (25 ± 2 °C e fotoperíodo de 12 h), foi contabilizado o número 

de UFCs dos fungos Fusarium spp. e Trichoderma spp. Estes foram classificados quanto ao 

gênero através de observações das placas em microscópio estereoscópico e confecção de 

lâminas para observação em microscópio ótico, com base na bibliografia especializada 

(BARNETT; HUNTER, 1999). Apesar de ter sido acrescentado antibiótico ao meio de 

cultura, houve crescimento de bactérias e, por isso, fez-se a contagem da população 

microbiana (fungos e bactérias). O número de UFCs de cada gênero fúngico foi determinado 

pelas seguintes equações (CARTER, 1993): 

 

 

, em que:                            (1) 

 

FD = Fator de Diluição 

Di = Diluição inicial 

Ds = Diluição subsequente 

Q = Quantidade colocada na placa 

 

, em que:                                 (2) 

 

UFCs = Unidades Formadoras de Colônias por grama de solo 

FD = Fator de Diluição 

n = Número de colônias contadas na placa 

 

 

O delineamento experimental utilizado para a quatificação de UFCs foi o inteiramente 

casualizado com seis repetições por tratamento. Os isolados de Fusarium spp., encontrados 

nas diluições seriais de solo dos diferentes pontos de coleta e profundidades, foram cultivados 

em meio de cultura BDA e SNA (Syntetic Nutrient Agar - Anexo 3), para manutenção das 

características de patogenicidade para, posterior identificação morfológica. Também 

procedeu-se o isolamento de colônias de Trichoderma spp. em meio de cultura BDA.  
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3.3 Determinações de densidade do solo, macroporosidade, microporosidade, porosidade 

total e análise química do solo 

 

 

Juntamente com as coletas de solo para quantificação de UFCs, foram realizadas 

coletas para determinação de características físicas e químicas do solo. Amostras de solo 

foram coletadas com o auxílio de anéis volumétricos de aço, com volumes conhecidos, para 

as análises físicas de densidade (Ds), macroporosidade (Ma), microporosidade (Mi) e 

porosidade total (Pt) pelo método da mesa de tensão (EMBRAPA, 1979), nas profundidades 

de 00-05; 05-10 e 10-15 cm, com quatro repetições de campo para cada tratamento. Essas 

análises foram feitas no Laboratório de Física do Solo da Universidade Federal de Santa 

Maria. As coletas foram realizadas em maio de 2009 e maio de 2010 em virtude das 

características físicas do solo não sofrerem mudanças abruptas, pois se tratava de uma área 

sob sistema plantio direto. 

A amostragem de solo para análise química foi feita nas profundidades de 00-10 e 10-

20 cm, exatamente sobre o ponto GPS que indicava maior Rp ou menor Rp, com auxílio de 

uma pá de corte. Essa amostragem foi realizada em todas as coletas de solo, com uma amostra 

por ponto com diferente Rp, totalizando 12 amostras. Em seguida, as amostras foram 

encaminhadas ao Laboratório de Análises de Solos da UFSM para determinação dos níveis de 

nutrientes no solo (Apêndice 1). 

 

Análise estatística: para os dados de quantificação da população microbiana, de Fusarium 

spp. e Trichoderma spp. primeiramente foi checado o atendimento aos pressupostos do 

modelo matemático. Nos casos em que o pressuposto de normalidade dos resíduos não foi 

atendido, a transformação log 10 (x) foi utilizada. Após, os dados foram submetidos à análise 

de variância e teste de Tukey com 5% de significância, através do software estatístico Assistat 

versão 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2009).  

Para os dados de quantificação da população microbiana, de Fusarium spp. e 

Trichoderma spp. e das análises físicas foram relacionados utilizando correlações de Pearson 

através do software Statistica versão 7.0 (STATSOFT, 2004). 
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3.4 Caracterização morfológica de isolados de Fusarium spp.  

 

 

As colônias de Fusarium spp. obtidas de diluições de solo foram purificadas conforme 

a técnica de cultura monospórica descrita por Fernandes (1993), em que fragmentos do 

micélio dos fungos foram colocados em 5 mL de água destilada e esterilizada, agitados e 

plaqueados em placas de Petri contendo meio de cultura Ágar-Água (AA) (Anexo 2). Após 24 

h de incubação em temperatura ambiente, foi realizada a observação dos esporos germinados 

em meio AA, através de microscópio ótico. Macroconídios que germinaram isoladamente 

foram repicados para tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA (para observação da cor 

e mensuração da colônia), para placas de Petri contendo meio SNA e para placas de Petri 

contendo meio de cultura Folha de Cravo-Ágar (FCA) (Anexo 4), que permitiu a melhor 

caracterização de macroconídios, microconídios e clamidósporos.  

Os tubos (BDA) e as placas (SNA e FCA) contendo micélio de Fusarium spp. foram 

incubados a 25 °C e fotoperíodo de 12 h entre 10-14 dias. Após esse período, o material 

incubado foi examinado em microscópio ótico. A morfologia das colônias (pigmentação e 

crescimento micelial) foi avaliada em meio BDA, no escuro a 25 °C. No meio FCA foi 

avaliada a forma e tamanho de macroconídios; formação e forma de microconídios e 

formação de clamidósporos. A identificação das espécies do fungo foi realizada de acordo 

com as chaves de classificação de Nelson et al. (1983), Leslie e Summerell (2006), e Gerlach 

e Nirenberg (1982). 

 
 
3.5 Seleção in vitro de isolados de Trichoderma spp. com antagonismo à Fusarium spp. 

em soja e aveia preta 

 
 

Nesse experimento, foram escolhidos isolados de Fusarium spp. e Trichoderma spp. 

(Tabela 2) obtidos dos pontos de coleta com maiores níveis de Rp (MPa). Através do teste de 

confrontação direta ou cultura pareada (DENNIS; WEBSTER, 1971) (Figura 3), a ação 

antagônica de Trichoderma spp. contra isolados de Fusarium spp. foi testada. Um disco de 

meio de cultura BDA de 12 mm de diâmetro contendo micélio de Fusarium sp. foi transferido 

para placas de Petri (9,0 cm de diâmetro), também contendo meio BDA, a 0,5 cm da borda da 

placa. As placas foram incubadas durante 72 h a 25 °C (± 2 °C) com fotoperíodo de 12 h. 

Após esse período, um disco de meio de cultura BDA com 12 mm de diâmetro, contendo 
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micélio de Trichoderma sp., foi transferido para a posição oposta ao disco de micélio de 

Fusarium sp. nas placas de Petri. As placas foram novamente incubadas a 25 °C (± 2 °C) com 

fotoperíodo de 12 h. 

Aos sete dias após a repicagem dos isolados de Trichoderma spp., foram feitas 

medições do diâmetro das colônias do patógeno, com o auxílio de um paquímetro digital, e 

agrupamento dos isolados do antagonista em classes, conforme a escala proposta por Bell et 

al. (1982), atribuindo-se notas que variaram de 1 a 5 (Figura 4), sendo: 

1. Antagonista cresce e ocupa toda a placa. 

2. Antagonista cresce e ocupa uma parte do patógeno (2/3 da placa). 

3. Antagonista e patógeno crescem até a metade da placa (nenhum domina o outro). 

4. Patógeno cresce e ocupa uma parte do antagonista (2/3 da placa). 

5. Patógeno cresce e ocupa toda a placa. 

A avaliação da classe de antagonismo foi novamente realizada aos 13 dias após a 

repicagem dos isolados de Trichoderma spp. O ensaio foi realizado no delineamento 

experimental inteiramente casualizado com cinco repetições por tratamento. 

 

 

Tabela 2 – Isolados de Fusarium spp. e Trichoderma spp. utilizados no teste de biocontrole 
in vitro e in vivo nas culturas da soja e aveia preta. Santa Maria, RS, 2011. 

 
Cultura Fusarium spp. Trichoderma spp. 

SO
JA

 

3,4 MPa/10-15*     F1s
** 3,4 MPa/0-5  T1s 

3,4 MPa/5-10  F2s 3,4 MPa/5-10 T2s 
5,0 MPa/10-15  F3s 3,4 MPa/10-15 T3s 
5,0 MPa/10-15 F4s 5,0 MPa/5-10  T4s 
  ETSR 20  T5s 

     

A
V

EI
A

 
PR

ET
A

 

5,0 MPa/0-5 F  F10s 3,4 MPa/0-5  T1s 
2,2 MPa/0-5 F  F11s 3,4 MPa/5-10 T2s 
  3,4 MPa/10-15 T3s 
  5,0 MPa/5-10  T4s 
  ETSR 20  T5s 
    

Testemunha absoluta (sem inóculo, apenas semente de soja ou aveia 
preta) Test. 
*Resistência à penetração e profundidade de coleta. **F_s ou T_s: isolados de Fusarium spp. e Trichoderma
spp. obtidos de solo (s). 



50 

 
 
Figura 3 – Representação esquemática do teste de confrontação direta. a) Trichoderma sp. 

colocado na placa de Petri contento meio de cultura BDA, 72 h após Fusarium 
sp.; b) mesma placa após sete dias de incubação (25 °C e fotoperíodo de 12 h). 
Fotos: Milanesi (2007) – Arquivo pessoal. 

 

 

 
 
Figura 4 – Representação esquemática das notas da escala de Bell et al. (1982). Fotos: 

Milanesi (2007) – Arquivo pessoal.  
 

 

Análise estatística: as médias das notas obtidas no teste de confrontação direta foram 

submetidas à análise da variância e comparação de médias através do teste de Scott-Knott 

com 5% de significância, com o auxílio do software Sisvar versão 5.3 (FERREIRA, 2000). 
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3.6 Teste in vivo de isolados de Trichoderma spp. e Fusarium spp. em plântulas de soja e 

aveia preta 

 

 

Nesse experimento, foram utilizados cinco isolados de Trichoderma sp., sendo quatro 

de pontos com média Rp (2,2 e 3,4 MPa) e diferentes profundidades de coleta e o isolado 

ETSR 20 (de solo rizosférico de tomateiro cultivado em estufa) que pertence à coleção de 

isolados fúngicos do Laboratório de Fitopatologia da UFSM. O isolado ETSR 20 mostrou-se 

eficiente no controle de F. solani e F. oxysporum em tomateiro e pepineiro (ETHUR, 2005). 

Foram utilizados seis isolados de Fusarium sp., sendo quatro isolados para a soja e dois para a 

aveia preta, a fim de testar se tais isolados seriam ou não causadores de “damping-off” 

(tombamento de plântulas) e podridão de coroa e/ou “damping-off”, respectivamente (Tabela 

2).  

Os isolados de Fusarium sp. foram cultivados em grãos de milho esterilizados 

(KLINGELFUSS et al., 2007). Para isso, os grãos foram embebidos em água durante 24 h e, 

no dia seguinte, o excesso de água foi drenado. Aproximadamente 150 cm3 desses grãos 

foram colocados, separadamente, em frascos Erlenmeyer, com capacidade para 250 mL, que 

foram autoclavados por duas vezes, com intervalo de 24 h. Após o resfriamento, foram 

transferidos para cada frasco, dez discos de meio de cultura, com 12 mm de diâmetro, 

contendo o micélio do patógeno. Os frascos foram incubados a 25 °C, com fotoperíodo de 12 

h, durante 14 dias. Isolados de Trichoderma spp. selecionados para esse estudo foram 

cultivados em meio de cultura BDA durante 14 dias a 25 °C e fotoperíodo de 12h. 

Em câmara climatizada localizada no Laboratório de Fitopatologia (CCR/UFSM), 

copos plásticos com capacidade para 200 mL foram preenchidos com substrato (marca 

Carolina Soil®) esterilizado por duas vezes (120 ºC e 1 atm durante uma hora com intervalo 

de 24 h). Para a infestação do substrato, 100 g de grãos de milho colonizados por Fusarium 

sp. foram colocados em 500 mL de água destilada esterilizada e a mistura foi batida em 

liquidificador até a formação de uma suspensão homogênea. Antes da adição da suspensão de 

Fusarium sp., foi medida a quantidade de substrato necessária para cada tratamento sendo o 

mesmo colocado em bandejas e umedecido com 1 L de água destilada esterilizada e 

homogeneizado para melhor distribuir a umidade. Em seguida, foi medida a quantidade de 

suspensão do patógeno, utilizando proveta graduada, suficiente para preencher todos os copos 

plásticos de cada tratamento, sendo que para cada copo foram colocados 10 mL da suspensão 

que foi misturada ao substrato. Para determinação da quantidade de inóculo adicionada ao 
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substrato, uma alíquota de cada suspensão foi diluída (ETHUR, 2005) e plaqueada em meio 

de cultura Nash & Snyder, seletivo para Fusarium sp. (Anexo 5), conforme metodologia 

utilizada para as diluições seriais de solo (Item 3.2). Foram contabilizadas 107 UFCs de 

Fusarium sp. 

As unidades contendo o substrato infestado pelo patógeno, a testemunha absoluta e as 

unidades contendo substrato para os tratamentos que receberiam somente Trichoderma spp. 

foram acondicionados em sacos plásticos devidamente fechados e foram levados para a 

câmara de incubação (25 °C e fotoperíodo de 12 h) durante cinco dias. Nos tratamentos 

testemunha absoluta e somente Trichoderma spp. foram adicionados apenas 10 mL de água 

destilada esterilizada. Após esse período de incubação, foram adicionados 10 mL da 

suspensão de esporos do antagonista, para cada tratamento, e a mesma foi incorporada ao 

substrato (Figura 5).  

 

 
 

Figura 5 – Teste de biocontrole in vivo em soja e aveia preta. a-b) isolado de Fusarium sp. 
cultivado em grãos de milho esterilizado; c) suspensão confeccionada a partir dos 
grãos colonizados; d) substrato agrícola (na quantidade necessária para um 
tratamento) previamente umedecido (500 mL de água destilada esterilizada) após 
a adição de 240 mL (10 mL x 24 copos) de suspensão de Fusarium; e) 
identificação do tratamento (os copos contendo os tratamentos testemunha – sem 
Fusarium sp. e Trichoderma sp., e somente Trichoderma sp., foram os primeiros a 
serem preenchidos) e f) todos os tratamentos em câmara úmida (25 °C e 
fotoperíodo de 12h). Santa Maria, RS, 2011. 

 

Fusarium sp. 
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A contagem de UFCs de Trichoderma spp. para os isolados utilizados foi feita através 

de um hemacitômetro e todas as concentrações foram ajustadas para 108 esporos/mL. Após a 

adição do antagonista, os copos foram novamente colocados em sacos plásticos em câmara 

climatizada. Após três dias de incubação (25 °C e fotoperíodo de 12h) foram feitas covas de 

semeadura com, aproximadamente, 3 cm de profundidade em que foram depositadas duas 

sementes de soja (cv. FT-Estrela) ou aveia preta (cv. Comum)/tratamento.  

No decorrer do experimento, foi contabilizada a presença ou ausência de sintomas de 

damping off /tratamento e, aos 30 dias após a semeadura (DAS), foi avaliado o comprimento 

de raiz (cm) e o peso fresco e seco (g) das plântulas. 

 

Análise estatística: As médias das notas obtidas no teste de confrontação direta e os dados de 

comprimento de raiz (cm), peso fresco e peso seco (g), foram submetidas à análise da 

variância e comparação de médias através do teste de Scott-Knott com 5% de significância, 

com o auxílio do software Sisvar versão 5.3 (Ferreira, 2000). Os dados de ocorrência de 

damping off  foram convertidos para porcentagem de plântulas tombadas (%)/tratamento. 

 

 

3.7 Detecção e quantificação de zearalenona (ZEA) e deoxinivalenol (DON) em isolados 

de Fusarium spp. de solo com diferentes níveis de compactação  

 

 

Os isolados de Fusarium sp. foram cultivados em grãos de milho esterilizados 

(KLINGELFUSS et al., 2007). Para isso, os grãos foram embebidos em água durante 24 h e, 

no dia seguinte, o excesso de água foi drenado. Aproximadamente 150 cm3 desses grãos 

foram colocados, separadamente, em frascos Erlenmeyer, com capacidade para 250 mL, que 

foram autoclavados por duas vezes, com intervalo de 24 h. Após o resfriamento, foram 

transferidos para cada frasco, cinco discos de meio de cultura, com 12 mm de diâmetro, 

contendo o micélio do patógeno. Os frascos foram incubados a 28 °C, no escuro, durante 20 

dias (GIMENO et al., 1992). Após este período, os frascos foram colocados em estufa a 45 

ºC, por 3 dias, para a secagem dos grãos colonizados pelo fungo. 

As etapas a seguir foram conduzidas no Laboratório de Pesquisas Micológicas/UFSM 

(LAPEMI). Para a detecção de zearalenona (ZEA), foi utilizada a técnica de fluorimetria e 

colunas de imunoafinidade (kit Zearalatest- Vicam®, Milford, MA). Cinco gramas do inóculo 
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de grãos de milho colonizados por Fusarium spp., que foram adicionados a 5 g de NaCl e 100 

mL de metanol 80%. Esse extrato foi misturado em liquidificador por um minuto e, em 

seguida, filtrado através de papel qualitativo. 1 mL do extrato foi colocado em uma proveta 

graduada e o volume foi completado para 50 mL com o tampão PBS Tween 20 1% para 

filtragem em filtro de microfibra de vidro. Ao filtrado foram adicionados 8 mL do tampão 

PBS Tween 20 0,1% que foram passados pela coluna de imunoafinidade que contêm 

anticorpos monoclonais capazes de reter e purificar ZEA. Esse filtrado foi colocado em uma 

cubeta e, em seguida, 1 mL de metanol (UV/HPLC Espectroscópico) e 1 mL de revelador 

foram pipetados junto da amostra, para leitura em um fluorímetro (marca Vicam®). A leitura 

levou 300 segundos para ser feita e os níveis de ZEA foram expressos em parte por milhão 

(ppm). 

Para deoxinivalenol (DON), foi utilizada a técnica ELISA (kit AgraQuant 

Desoxinivalenol - Romer Labs®, Campinas, SP). Foram utilizados 20 g do inóculo do fungo 

acrescidos de 100 mL de água bidestilada para trituração em liquidificador durante um 

minuto. O extrato foi filtrado em filtro de microfibra de vidro sendo 5 mL adicionados à 15 

mL de água bidestilada. Nos poços da placa de ELISA, foram pipetados 100 µL da solução 

conjugada para DON acrescidos de 50 µL do padrão zero (no primeiro poço) e, no segundo 

poço, foi colocada a solução conjugada para DON e 50 µL do padrão 0,25. Na sequência, 

pipetaram-se 50 µL de cada amostra que foram misturadas três vezes a solução conjugada e, 

em seguida, foram transferidos para poços correspondentes em uma nova placa. As amostras 

foram incubadas durante 15 minutos e a placa foi lavada (por cinco vezes) com solução de 

lavagem para DON e enxugada em papel toalha. Posteriormente, 100 µL da solução substrato 

foram adicionados às amostras e uma nova incubação (de cinco minutos) foi realizada e pode-

se observar o surgimento de uma coloração azul em alguns poços que foi o indicativo da 

presença da toxina. Depois dessa etapa, 100 µL da solução STOP foram pipetados e as 

amostras foram colocadas em leitor de ELISA e os níveis de DON foram expressos em partes 

por milhão (ppm). 

Os resultados informaram quais os isolados de Fusarium spp. foram, ou não, 

produtores de ZEA e DON, assim como a sua quantificação. 

 

 

 

 



55 

3.8 Caracterização molecular dos isolados de Fusarium spp. e Trichoderma spp.  

 

 

Foram encaminhados para a caracterização molecular, todos os isolados de Fusarium 

spp. e os isolados de Trichoderma spp. que foram utilizados no teste de biocontrole in vitro e 

in vivo. Essa etapa foi executada no Laboratório de Bioquímica Fitopatológica do Instituto 

Biológico de São Paulo, onde foi realizada a extração do DNA do patógeno, conforme o 

método CTBA descrito por Doyle e Doyle (1991). As amostras de DNA genômico extraídas 

foram submetidas à Reação em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) 

para a amplificação da região TEF-1α (em Fusarium spp.) e ITS (em Trichoderma spp.) do 

rDNA. Para a amplificação, foi utilizado um fragmento com aproximadamente 1100 pb do 

gene codificador do fator de elongação alfa com o par de oligonucleotídeos iniciadores EF1-T 

(forward; ATGGGTAAGGARGACAAGAC) e EF1-1567R (reverse; ACHGTRCCRATACCACCRATCTT) 

(REHNE E BUCKLEY, 2005). Para a amplificação da região ITS do rDNA foram utilizados 

os oligonucleotídeos iniciadores ITS1 (forward; 5’ TTCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 

(reverse; 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) (WHITE et al., 1990). 

A reação continha aproximadamente 30 ng de DNA, tampão 10X, 2,5 µM de cada 

dNTP, 20 nM de MgCl2, 25 ρmoles da cada um dos oligonucleotídeos iniciadores, cinco 

unidades da enzima Taq polimerase e água ultrapura para completar o volume da reação. As 

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

seguintes condições: 94 oC por 2 min, 30 ciclos de 94 oC por 45 s, 55 oC por 30 s, 72 oC por 

35 s e 72 oC por 10 min. Ao final da reação, os produtos da PCR foram mantidos a 4 oC. Um 

controle negativo sem DNA foi incluído nas amplificações do PCR. Os fragmentos 

amplificados e o controle foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,2%, em 

tampão TBE 1X, contendo brometo de etídio, visualizado sob luz ultravioleta. 

Os produtos da PCR foram purificados com PEG 8000 a 13% e os fragmentos gênicos 

foram sequenciados nas direções senso e antisenso em sequenciador MEGA BACE 500™ 

(Amersham). Os fragmentos sequenciados foram analisados utilizando-se o programa BioEdit 

(HALL, 1999) e as sequências de nucleotídeos obtidas foram comparadas com as já existentes 

na base de dados GenBank do National Center for Biotechnological Information – NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (ALTSCHUL et al., 1997). As sequências do GenBank que 

apresentaram as melhores coberturas e os maiores escores de similaridade foram selecionadas 

e alinhadas juntamente com as sequências obtidas no sequenciamento pelo algoritmo 

CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) e a análise filogenética foi conduzida utilizando-se 
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o método “Neighbor–joining” (para Fusarium spp.) e de Máxima Verossimilhança (para 

Trichoderma spp.) com 5000 replicatas pelo programa MEGA versão 5 (TAMURA et al, 

2007). Para construção dos dendrogramas, foram utilizadas as sequências de Fusarium spp. 

(TEF-1α) e Trichoderma spp. (ITS) (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Informações do GenBank para os isolados de Fusarium spp. (região TEF-1α) e Trichoderma spp. (região ITS) utilizados neste estudo. 
Santa Maria, 2012. 

 

Isolado Origem Número de acesso 
Cobertura 

(%) 

Identidade dos isolados deste trabalho 

com sequências do GenBank (%) 
Referência 

Fusarium oxysporum NRRL 52937 EUA JF740878 93 99 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium oxysporum NRRL 52763 EUA JF740837 93 99 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium oxysporum NRRL 52698 EUA JF740781 93 99 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium oxysporum NRRL 52694 EUA JF740777 93 99 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium oxysporum NRRL 52752 EUA JF740827 93 99 O'Donnell et al., 2011 

Gibberella intermedia NRRL52716 EUA JF740798 92 97 O'Donnell et al., 2011 

Gibberella intermedia NRRL25096 EUA JF740723 92 97 O'Donnell et al., 2011 

Gibberella intermedia NRRL 52696 EUA JF740779 92 97 O'Donnell et al., 2011 

Gibberella intermedia NRRL 52687 EUA JF740773 92 97 O'Donnell et al., 2011 

Gibberella intermedia NRRL 25103 EUA JF740730 92 97 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium solani NRRL 52798 EUA JF740866 92 99 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium solani NRRL 52778 EUA JF740846 92 99 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium solani NRRL 25083 EUA JF740714 92 99 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium solani NRRL 52715 EUA JF740797 92 97 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium solani NRRL 52704 EUA JF740786 92 97 O'Donnell et al., 2011 

Gibberella zeae NRRL 52929 EUA JF740871 93 99 O'Donnell et al., 2011 

Gibberella zeae NRRL 52799 EUA JF740867 93 99 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium austroamericanum NRRL 52762 EUA JF740836 93 98 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium meridionale NRRL 52760 EUA JF740835 93 98 O'Donnell et al., 2011 

Fusarium culmorum NRRL 52792 EUA JF740860 93 97 O'Donnell et al., 2011 
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Tabela 3 – Continuação... 
 

Isolado Origem Número de acesso Cobertura (%) 
Identidade dos isolados deste trabalho 

com sequências do GenBank (%) 
Referência 

Fusarium avenaceum LMSA 1.09.140 França JF278602 97 99 Vasseur (2011) 

Fusarium avenaceum LMSA 1.09.142 França JF278604 97 99 Vasseur (2011) 

Fusarium avenaceum LMSA 1.09.139 França JF278601 95 99 Vasseur (2011) 

Fusarium avenaceum CC32 Reino Unido EU744840 90 99 Stenglein et al., 2010 

Gibberella avenacea F066 Canadá HQ020463 90 99 Holtz et al., 2010 

Trichoderma asperellum SHBS2013 China JQ040320 100 99 Sun (2011) 

Trichoderma asperellum HNXY1 China JQ040316 100 99 Sun (2011) 

Trichoderma asperellum HNCS4014 China JQ040315 100 99 Sun (2011) 

Trichoderma asperellum 400/01 Brasil HQ857121 100 99 Lopes et al., 2011 

Hypocrea lixii strain T14 Índia HQ259991 100 99 Sharma; Henry (2010) 

Trichoderma koningiopsis SHSJ8001 China JQ040369 100 99 Sun (2011) 

Trichoderma koningiopsis DMC 795b Alemanha EU718083 100 99 Douanla-Meli; Langer (2008) 

Trichoderma koningiopsis GJS 04-199 EUA FJ442654 100 99 Chaverri et al., 2008 

Trichoderma koningiopsis GJS 04-319 EUA FJ442215 100 99 Chaverri et al., 2008 

Hypocrea koningii CY059 Brasil HQ607942 100 99 Rodrigues et al., 2011 

Trichoderma tomentosum 364/02 Brasil HQ857116 100 99 Lopes et al., 2011 

Trichoderma tomentosum MIAE00032 França HM176562 100 99 Anees et al., 2010 

Trichoderma tomentosum DAOM 17873A Canadá EU280072 100 99 Hoyos-Carvajal et al., 2007 

Trichoderma tomentosum MIAE00031 França HM176561 100 99 Anees et al., 2010 

Hypocrea lixii DAOM 231617 Austria AY605754 100 98 Druzhinina et al., 2004 

 



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

4.1 Quantificação de Fusarium spp., Trichoderma spp. e outros (fungos e bactérias) 

 

 

A quantificação de UFCs permitiu conhecer a relação populacional de Fusarium e 

Trichoderma e de outras populações (fungos e bactérias), na área em que foram realizadas as 

coletas de solo, cultivada com soja e aveia preta (Figuras 6, 7 e 8). Observou-se que não 

houve diferença significativa nas populações, tanto na mesma profundidade quanto em 

profundidades diferentes. Contudo, pode-se notar uma menor população de Fusarium spp. e 

Trichoderma spp. na camada entre 0-5 cm (Figura 6 A), o que pode ter sido reflexo da grande 

quantidade de outras populações encontradas e nela a possível existência de micro-

organismos antagonistas àqueles fungos. 

Uma população mais homogênea foi observada na camada entre 5-10 cm (Figura 6 B), 

sendo a quantidade de UFCs de Fusarium spp. e de outros muito próximas. Em sistema 

plantio direto tem sido evidenciado um aumento na compactação superficial do solo (GENRO 

JUNIOR et al., 2004), geralmente na camada entre 7-15 cm (STONE; SILVEIRA; 2001), o 

que reduz sua aeração. Nessas camadas, pode ocorrer a produção de compostos tóxicos que 

são exsudados pelas raízes. Esses compostos são provenientes de rotas metabólicas realizadas 

no tecido radicular e que estão presentes somente em condições de anaerobiose e, podem 

estimular a atividade de fitopatógenos (TAIZ; ZEIGER, 2005). Com relação à Trichoderma 

spp., menores populações foram encontradas nos pontos de coleta com 4,6; 5,0 e 2,2 MPa, 

respectivamente.  

Na camada entre 10-15 cm (Figura 6 C), as populações comportaram-se de maneira 

semelhante ao observado anteriormente, havendo um aumento na quantidade de UFCs de 

Trichoderma spp. nessa camada. Esse dado poderia ser explicado pelo fenômeno de 

percolação da água, que pode alterar a distribuição de fitopatógenos, e outros micro-

organismos, ao longo do sistema radicular (GRAY; POPE, 1986).  
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Figura 6 – População de Fusarium spp., Trichoderma spp. e outros (fungos e bactérias) após a colheita de soja (safra 2009), nas camadas de 00-
05 cm (A); 05-10 cm (B); e 10-15 cm (C), para diferentes níveis de resistência à penetração (MPa) em um Latossolo vermelho. Santa 
Maria, 2011. (*) Médias seguidas pela mesma letra na barra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P≤0,05). Barras verticais 
indicam o desvio padrão. 

A B C 
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Para a coleta realizada no cultivo de aveia preta (com 45 dias de idade), após a soja, as 

populações de Fusarium spp. e Trichoderma spp. foram muito reduzidas (Figura 7), e isto foi 

verificado para as três profundidades de coleta. Houve diferença estatística para UFCs de 

Fusarium spp. e, na camada de 0-5 cm (Figura 7 A), a maior população ocorreu no ponto com 

4,6 MPa de resistência à penetração. Esse resultado foi observado também para a camada 

entre 5-10 cm. Além disso, maior população do fungo ocorreu na camada de 10-15 cm nos 

pontos de coleta em que a Rp era de 4,6 e 5,0 MPa, porém ambas não diferiram 

estatisticamente entre si (Figura 7 C). 

Com relação à Trichoderma spp., a população obteve médias de UFCs bastante 

próximas daquelas encontradas para Fusarium spp. Houve diferença estatística em sua 

população na camada de 0-5 cm, sendo que um pequeno aumento foi observado no ponto com 

1,3 MPa de Rp (Figura 7 A). Ainda, nenhuma diferença estatística foi obtida nas coletas de 

solo realizadas nas camadas entre 5-10 e 10-15 cm (Figuras 7 B e 7 C). Em contrapartida, a 

quantidade de UFCs de outros micro-organismos manteve-se em níveis mais elevados, 

independentemente da profundidade de coleta das amostras de solo. 

Essa tendência também foi observada para a coleta realizada em cultivo de aveia, 30 

dias após a aplicação do herbicida glifosato (Figura 8). As populações de Fusarium spp. e 

Trichoderma spp. mantiveram-se em níveis reduzidos (Figuras 8 A e B), sem diferença 

estatística, enquanto que a população de outros atingiu médias de UFCs mais elevadas (Figura 

8 C).  

Comparando-se as populações presentes em solo cultivado com soja e aveia (antes e 

após a aplicação de herbicida glifosato), notou-se uma redução significativa na quantidade de 

UFCs de Fusarium spp. e Trichoderma spp. Na soja, é possível que condições ambientais 

adequadas ao seu estabelecimento e o desenvolvimento de relações parasitárias estáveis, 

tenham favorecido a população de Fusarium spp. Além disso, Trichoderma spp. foi capaz de 

se manter no ambiente, podendo ter exercido atividade antagônica à Fusarium spp. Fungos do 

gênero Trichoderma possuem elevada capacidade reprodutiva e são muito hábeis em 

sobreviver sob condições desfavoráveis. Estes fungos são eficientes quanto à utilização de 

nutrientes e possuem a capacidade de modificar a rizosfera que habitam (WOO et al., 2005).  
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Figura 7 – População de Fusarium spp., Trichoderma spp. e outros (fungos e bactérias) 45 dias após o plantio de aveia (safra 2010), nas 
camadas de 00-05 cm (A); 05-10 cm (B); e 10-15 cm (C), para diferentes níveis de resistência à penetração (MPa) em um Latossolo 
vermelho. Santa Maria, 2011. (*) Médias seguidas pela mesma letra na barra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 
(P≤0,05). Barras verticais indicam o desvio padrão. 
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Figura 8 – População de Fusarium spp., Trichoderma spp. e outros (fungos e bactérias) 30 dias após dessecação de aveia (safra 2010), nas 
camadas de 00-05 cm (A); 05-10 cm (B); e 10-15 cm (C), para diferentes níveis de resistência à penetração (MPa) em um Latossolo 
vermelho. Santa Maria, 2011. (*)Médias seguidas pela mesma letra na barra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 
(P≤0,05). Barras verticais indicam o desvio padrão. 
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Ainda, na coleta realizada após o cultivo de soja, notou-se que para as outras 

populações (fungos e bactérias), em relação à Fusarium spp., foi mais equilibrada, o que 

poderia ser atribuído à presença, nas outras populações, de micro-organismos produtores de 

metabólitos secundários que seriam prejudiciais para Fusarium spp. Esse fato foi mais 

evidenciado nos pontos com maior Rp (3,4 e 4,6 MPa), na camada de 0-5 cm e, nos pontos 

com menor Rp (0,3 e 1,3 MPa), para o solo coletado entre 5-10 e 10-15 cm. Para esta última, 

pode-se ressaltar também um maior efeito dos outros (fungos e bactérias) sobre Fusarium spp. 

nos pontos com 3,4 MPa de resistência à penetração. A redução abrupta ocorrida nas 

populações de Fusarium spp. e Trichoderma spp. e, as outras populações prevalescendo sobre 

essas, podem estar associadas ao efeito rizosférico do cultivo de aveia.  

Algumas espécies vegetais podem liberar, através das raízes, compostos tóxicos. Esse 

fenômeno é denominado alelopatia, e pode ser definido como a capacidade que os vegetais 

têm de produzir substâncias químicas, com ação inibidora ou estimuladora, sobre outras 

plantas e micro-organismos do solo (RICE, 1984; FRITZ et al., 2007). Com a expansão do 

sistema de plantio direto na palha, a utilização de plantas de cobertura assim como a rotação 

de culturas tornaram-se condições essenciais para o adequado estabelecimento dessa prática 

conservacionista. No entanto, é provável que a palhada continue liberando compostos 

alelopáticos (ARAÚJO; RODRIGUES, 2000).  

O crescimento e a atividade dos micro-organismos do solo é limitado, principalmente, 

pela disponibilidade de carbono (DEMOLING et al., 2007). Uma das formas de obtenção 

desses compostos são os exsudatos radiculares (MARSCHNER et al., 2011), cuja liberação 

provoca maior atividade metabólica e densidade microbiana na rizosfera (SODERBERG; 

BÅÅTH, 1998). A diversidade das populações microbianas nesse ambiente é dependente da 

quantidade e da composição dos exsudatos liberados pelas raízes. Estes variam conforme a 

espécie vegetal e também ao longo do sistema radicular (MARSCHNER et al., 2011).  

Com relação às populações quantificadas neste estudo, em aveia preta com 45 dias de 

idade e, após 30 dias de sua dessecação, é possível que tenha havido efeito alelopático da 

cultura sobre os fungos Fusarium e Trichoderma, o que implicou na redução de suas 

populações. Provavelmente, os indivíduos contabilizados nas UFCs de outros (fungos e 

bactérias), poderiam ser em sua maioria saprófitas que, por não utilizar diretamente os 

exsudatos produzidos pelas raízes da aveia preta como fonte de carbono, seriam mais 

resistentes e/ou tolerantes à ação dos compostos alelopáticos produzidos pelas plantas. Na 

soja, tal ação não foi evidenciada, o que provocou maior equilíbrio entre as populações de 

Fusarium spp., Trichoderma spp. e outras. 
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4.2 Correlações entre Fusarium spp., Trichoderma spp., outros (fungos e bactérias) e 

características físicas do solo 

 

 

Para a primeira coleta realizada após a safra de soja de 2009, houve correlação entre as 

variáveis de características físicas do solo: níveis de resistência à penetração (Rp), densidade 

do solo (Ds), macroporosidade (Ma), microporosidade (Mi) e porosidade total (Pt), que 

apresentaram coeficientes positivos ou negativos, confirmando a existência de compactação 

no solo (Tabela 4).  

 

 

Tabela 4 – Correlações entre propriedades físicas do solo e populações (Unidades Formadoras 
de Colônias – UFCs) de Fusarium spp., Trichoderma spp. e outros (fungos e 
bactérias), após cultivo de soja (sob sistema plantio direto) em área com diferentes 
níveis de resistência à penetração e diferentes profundidades, na safra 2009. Santa 
Maria, RS, 2010. 

 
 Rp Ds Ma Mi Pt Fus. Tr. Outros 

00-05 cm         
Rp 1        
Ds 0,42* 1       
Ma -0,15ns -0,46* 1      
Mi -0,27 ns -0,39 ns -0,25 ns 1     
Pt -0,34 ns -0,69* 0,63* 0,60* 1    
Fus. 0,30 ns 0,10 ns 0,28 ns -0,13 ns 0,13 ns 1   
Tr. 0,01 ns -0,11 ns -0,01 ns -0,43* -0,35 ns 0,03 ns 1  
Outros 0,26 ns 0,11 ns -0,08 ns 0,13 ns 0,04 ns 0,33 ns -0,14 ns 1 
         
05-10 cm         
Rp 1        
Ds 0,76* 1       
Ma -0,60* -0,74* 1      
Mi 0,40 ns 0,24 ns -0,48* 1     
Pt -0,37 ns -0,64* 0,75* 0,21 ns 1    
Fus. 0,16 ns 0,04 ns -0,16 ns -0,10 ns -0,25 1   
Tr. -0,37 ns -0,29 ns 0,49* -0,53* 0,15 ns 0,02 ns 1  
Outros -0,22 ns -0,05 ns 0,16 ns -0,20 ns 0,03 ns -0,09 ns  0,38 ns 1 
         
10-15 cm         
Rp 1,00        
Ds 0,71* 1,00       
Ma -0,43* -0,44* 1,00      
Mi 0,33 ns 0,15 ns -0,78* 1,00     
Pt -0,15 ns -0,43* 0,33 ns 0,34 ns 1,00    
Fus. -0,09 ns 0,20 ns -0,12 ns 0,09 ns -0,04 ns 1,00   
Tr. -0,45* -0,20 ns -0,08 ns 0,05 ns -0,05 ns 0,18 ns 1,00  
Outros 0,15 ns 0,08 ns 0,30 ns -0,16 ns 0,21 ns -0,14 ns 0,01 ns 1,00 

Rp: Resistência à penetração; Ds: Densidade do solo; Ma: Macroporosidade; Mi: Microporosidade; Pt: 
Porosidade total; Fus.: Fusarium spp.; Tr.: Trichoderma spp.; Outros (fungos e bactérias). *Significativo a 5% de 
probabilidade (p<0,05); ns não sgnificativo. 
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Na profundidade 00-05 cm, houve uma correlação negativa (-0,43) entre Mi e 

Unidades Formadoras de Colônias (UFCs) de Trichoderma spp., mostrando que o fungo 

necessita de um ambiente bem aerado e sem umidade excessiva para o seu desenvolvimento.  

Um solo compactado não apenas é drenado mais lentamente, mas também possui 

menor capacidade de retenção de água e, consequentemente, maior umidade, em relação a um 

solo não compactado. Além disso, entre os problemas associados à compactação do solo 

pode-se mencionar que este se torna mais propenso a inundações temporárias. Esta situação 

pode acarretar a produção de substâncias tóxicas para as plantas (PATRICK et al., 1964) e 

reduzir a aeração do sistema radicular, em uma situação conhecida como anóxia, predispondo 

as plantas a uma maior incidência de doenças radiculares (TU, 1994).  

Quando o oxigênio molecular não está disponível, por exemplo, raízes em solos 

alagados ou sistema radicular submetido a uma condição de compactação do solo, a glicólise 

pode ser a fonte principal de energia para as células. Para isso, as rotas fermentativas, que 

estão localizadas no citosol, reduzem o piruvato para reciclar o NADH produzido na glicólise, 

gerando assim a energia necessária para a manutenção de seus tecidos. Durante a anaerobiose, 

mais de 17 hidrocarbonetos podem ser sintetizados e exsudados por raízes. Esses compostos e 

outros, que são produzidos no solo durante a anóxia (ausência de O2) são tóxicos para as 

raízes e também podem estimular a atividade de fitopatógenos (TAIZ; ZEIGER, 2005). 

Correlações entre Ma e Mi e UFCs de Trichoderma spp. (0,49 e -0,53, 

respectivamente) também foram observadas na profundidade de coleta 05-10 cm (Tabela 4). 

As demais características físicas se correlacionaram entre si. Para a profundidade 10-15 cm, 

houve correlação negativa (-0,45) entre Rp e UFCs de Trichoderma spp. Pode-se perceber que 

para UFCs de Fusarium spp. e população microbiana, para a primeira coleta, não houve 

correlações com as características físicas do solo, fato que pode ser devido à rotação de 

culturas utilizada na área.  

Na safra 2008/2009, a área foi cultivada com soja e durante o inverno de 2009 houve 

plantio de trigo. Sistemas de cultivo podem provocar inúmeras alterações no solo, afetando a 

distribuição de água no perfil, aeração, compactação, porosidade e temperatura. Tais fatores 

possuem influência direta sobre a atividade biológica de fitopatógenos assim como sobre o 

desenvolvimento de doenças (NESCI et al., 2006). 

Na segunda coleta (Tabela 5), realizada em maio de 2010, pode-se verificar, na 

profundidade de 00-05 cm, correlações entre Rp e UFCs de Fusarium spp. (0,50) e população 

microbiana (0,53) e entre Ds e UFCs de Trichoderma spp. (-0,51). Esses resultados apontam 

um benefício maior para as populações de Fusarium spp. à medida que a compactação do solo 
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aumenta e isso poderia predispor a planta a incidência de podridões radiculares causadas por 

fungos desse gênero. Em feijoeiro, observou-se que houve uma redução na compensação do 

crescimento radicular, devido ao efeito de camadas de solo compactado, em função da maior 

pressão de inóculo de Fusarium spp. (MILLER; BURKE, 1975). Além disso, resíduos de 

leguminosas favorecem o aumento da população de Fusarium spp. independentemente do 

sistema de cultivo utilizado (TOLEDO-SOUZA et al., 2008).  

 

 

Tabela 5 – Correlações entre propriedades físicas do solo e populações (Unidades 
Formadoras de Colônias – UFCs) de Fusarium spp. e Trichoderma spp. e outros 
(fungos e bactérias), em cultivo de aveia preta (45 dias de idade) após soja (sob 
sistema plantio direto), em área com diferentes níveis de resistência à penetração e 
diferentes profundidades, na safra 2010. Santa Maria, RS, 2010. 

 
 Rp Ds Ma Mi Pt Fus. Tr. Outros 
00-05 cm         
Rp 1        
Ds 0,31 ns 1       
Ma -0,69* -0,26 ns 1      
Mi 0,47* -0,36 ns -0,80* 1     
Pt 0,07 ns -0,66* -0,33 ns 0,63* 1    
Fus. 0,50* 0,14 ns -0,26 ns 0,16 ns 0,02 ns 1   
Tr. -0,27 ns -0,51* 0,24 ns 0,05 ns 0,35 ns -0,29 ns 1  
Outros 0,53* -0,13 ns -0,31 ns 0,38 ns 0,28 ns 0,77*  -0,23 ns 1 
         
05-10 cm         
Rp 1        
Ds 0,34 ns 1       
Ma -0,45* -0,70* 1      
Mi 0,25 ns -0,30 ns -0,35 ns 1     
Pt -0,34 ns -1,0* 0,73* 0,28 ns 1    
Fus. 0,55* 0,30 ns -0,54* 0,40 ns -0,30 ns 1   
Tr. -0,45* -0,30 ns 0,22 ns 0,03 ns 0,30 ns -0,37 ns 1  
Outros 0,40 ns 0,30 ns -0,59* 0,35 ns -0,30 ns 0,68* 0,00 ns 1 
         
10-15 cm         
Rp 1        
Ds 0,41* 1       
Ma -0,62* -0,80* 1      
Mi 0,31 ns -0,30 ns -0,37 ns 1     
Pt -0,41* -1,00* 0,75* 0,33 ns 1    
Fus. 0,52* 0,10 ns -0,46* 0,52* -0,10 ns 1   
Tr. -0,24 ns -0,30 ns 0,31 ns -0,03 ns 0,30 ns -0,08 ns 1  
Outros 0,24 ns -0,20 ns -0,09 ns 0,36 ns 0,20 ns 0,54* 0,23 ns 1 

Rp: Resistência à penetração; Ds: Densidade do solo; Ma: Macroporosidade; Mi: Microporosidade; Pt: 
Porosidade total; Fus.: Fusarium spp.; Tr.: Trichoderma spp.; Outros (fungos e bactérias). *Significativo a 
5% de probabilidade (p<0,05); ns não sgnificativo. 

 

 



68 

Em uma condição de alta densidade do solo, populações de Trichoderma spp. seriam 

prejudicadas, e isso pode ser demonstrado pelos resultados obtidos neste trabalho. 

Contrariamente, Woo et al. (2005) descreveram Trichoderma spp. como um fungo capaz de 

sobreviver em condições de solo muito desfavoráveis para seu estabelecimento. Devido a essa 

máxima, muitos estudos sobre a comunidade de Trichoderma spp., em diferentes sistemas de 

cultivo, vêm sendo conduzidos, visando resultados que apontem alterações conforme o 

manejo de solo adotado (LIU et al., 2008). Os efeitos da Rp sobre as populações de Fusarium 

spp. (0,55) e Trichoderma spp. (-0,45) se repetiram na profundidade de 05-10 cm do perfil do 

solo. Além disso, também houve efeito negativo da Ma sobre UFCs Totais (-0,59). 

Conforme a população de Fusarium spp. aumentava, também aumentavam as UFCs 

Totais (0,68) e esse dado se repetiu para a profundidade de 10-15 cm com um coeficiente de 

correlação igual a 0,54. O acompanhamento da dinâmica de comunidades microbianas totais 

do solo é de fundamental importância, visto que elas podem impactar a ocorrência de uma 

determinada doença (LIU et al., 2008). Nessa profundidade também se pode observar para 

UFCs de Fusarium spp. correlações significativas com Rp (0,52), Ma (-0,46) e Mi (0,52), 

enfatizando a ideia de que populações desse fungo preferem habitar ambientes de solo mais 

compactado. Fungos do gênero Fusarium são componentes biológicos muito importantes nos 

solos de ecossistemas agrícolas e, por isso, o conhecimento de como as práticas de manejo de 

solo afetam as populações desse fungo, poderão implicar em maior eficiência dos métodos de 

controle de doenças que serão utilizados na área (WAKELIN et al., 2008). 

Os fungos são muito importantes sob o ponto de vista da biomassa do solo. Nele, 

contribuem para a ciclagem de nutrientes; agregação de partículas, através da produção de 

substâncias adesivas, e podem afetar a infiltração de água no solo em virtude de produzirem 

altas quantidades de determinadas substâncias hidrofóbicas. Porém, o perfil da distribuição de 

água no solo é um fator crucial para o desenvolvimento ou a morte das populações fúngicas e 

suas atividades (RITZ; YOUNG, 2004). 

Para a terceira coleta (Tabela 6), realizada em outubro de 2010, não foram 

determinadas as características físicas do solo em função destas mudarem pouco em um 

mesmo ano agrícola. Logo, pode-se observar correlações positivas entre Rp e UFCs de 

Fusarium (0,41) e UFCs de Fusarium e Totais (0,68) na profundidade de 00-05 cm do perfil 

do solo. Na camada de 10-15 cm correlações positivas entre Rp e UFCs de Trichoderma 

(0,41) e entre UFCs de Fusarium e Trichoderma (0,64) foram obtidas. Na profundidade de 

05-10 cm, não houve correlações com coeficientes significativos. 
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Tabela 6 – Correlações entre as populações (Unidades Formadoras de Colônias – UFCs) de 
Fusarium spp., Trichoderma spp. e outros (fungos e bactérias), em cultivo de aveia 
preta (30 dias após aplicação do herbicida glifosato), em área com diferentes níveis 
de resistência à penetração e diferentes profundidades, na safra 2010. Santa Maria, 
RS, 2010. 

 
 Rp Fus. Tr. Outros 
00-05 cm     
Rp 1    
Fus. 0,41* 1   
Tr. 0,37 ns 0,10 ns 1  
Outros 0,34 ns 0,68* 0,10 ns 1 
     
05-10 cm     
Rp 1    
Fus. 0,05 ns 1   
Tr. 0,09 ns -0,28 ns 1  
Outros 0,37 ns 0,25 ns -0,14 ns 1 
     
10-15 cm     
Rp 1    
Fus. 0,28 ns 1   
Tr. 0,41* 0,64* 1  
Outros 0,11 ns 0,16 ns -0,08 ns 1 

Rp: Resistência à penetração; Fus.: Fusarium spp.; Tr.: Trichoderma spp.; 
Outros (fungos e bactérias). *Significativo a 5% de probabilidade (p<0,05); ns 
não sgnificativo. 

 

 

Esses resultados poderiam ser explicados pela presença de aveia preta que, mesmo 

dessecada, ainda estaria contribuindo com algum efeito de sua rizosfera e rizoplano sobre as 

populações fúngicas, já que as coletas foram realizadas em uma área conduzida sob sistema 

plantio direto, no qual a cultura possui importante papel como planta de cobertura de solo. A 

distribuição das raízes é fortemente influenciada pela densidade da camada de solo e também 

pela cultivar utilizada (MILLER; BURKE, 1985). 

Rotações de culturas têm sido utilizadas tradicionalmente como uma estratégia 

teoricamente eficaz no controle de muitas doenças veiculadas pelo solo. Porém, para a 

maioria dos patógenos (e entre eles diversas espécies de Fusarium) podem sobreviver por um 

longo período de tempo, colocando em cheque a viabilidade da utilização de determinados 

esquemas de rotações de culturas, em virtude da ocorrência de doenças em níveis epidêmicos 

(KING et al., 2008).  

Em contrapartida, diversos são os benefícios que esse sistema de cultivo apresenta, sob 

o ponto de vista da conservação do solo e dos mananciais. Porém, o plantio direto pode levar 
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ao aumento da densidade do solo (VASQUEZ et al., 1991) e, consequentemente, causar 

compactação de camadas no perfil do solo, principalmente naqueles com problemas de 

drenagem (CULLEY et al., 1987). Outro efeito negativo desse sistema de cultivo são as 

baixas temperaturas do solo, que causam um atraso na germinação de sementes e tornam as 

culturas mais suscetíveis ao desenvolvimento de doenças (JACKSON et al., 2002).  

Ainda são muitas as lacunas que poderiam explicar uma maior ou menor ocorrência de 

doenças radiculares em cultivos agrícolas. O conhecimento de que solos mais adensados 

favorecem seus agentes causais é um assunto bastante recorrente na comunidade científica, 

embora o conhecimento dos efeitos pontuais da compactação sobre o microcosmo do solo seja 

limitado. No caso da PVR em soja, acredita-se que um solo com maior teor de umidade e com 

baixas temperaturas na região da rizosfera seriam condições favoráveis ao desenvolvimento 

da doença (SCHERM et al., 1996). 

 

 

4.3 Caracterização morfológica e molecular de isolados de Fusarium spp.  

 

 

Nesse estudo foram identificados 13 isolados de Fusarium spp. obtidos a partir de 

diluições de solo (Tabela 7 e Figuras 9 e 10). As espécies encontradas foram Fusarium 

proliferatum (Matsush.) Nirenberg, F. graminearum, F. oxysporum, F. solani e F. avenaceum. É 

possível que uma maior frequência dessas espécies esteja relacionada ao histórico de culturas 

implantadas na área onde as amostras de solo foram coletadas (Tabela 1).  

Como fungos do gênero Fusarium podem sobreviver em restos culturais e na matéria 

orgânica do solo (BEDENDO, 1995), é possível que os indivíduos aqui identificados sejam 

parte importante do inóculo inicial do solo. Um grande número de espécies de Fusarium tem 

sido encontrado associado com podridão de raízes em soja (Fusarium Root Rot – FRR), sendo 

Fusarium solani e F. oxysporum as mais frequentes. Além dessas, espécies como F. 

graminearum, F. pseudograminearum O'Donnell & T. Aoki, F. proliferatum, F. semitectum 

Berk. & Ravenel, F. subglutinans (Wollenw. & Reinking) P.E. Nelson, Toussoun & Marasas, 

F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, F. culmorum, F. equiseti (Corda) Sacc., entre outras, 

também vêm sendo relacionadas à FRR (MALVICK, 2010).  

A espécie Fusarium proliferatum é cosmopolita e causa doenças em culturas de 

importância agronômica tais como milho (LOGRIECO et al.,1995) e arroz (DESJARDINS et 

al., 1997) e já existem registros de sua associação com alho e cebola (STANKOVIC et al., 
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2007). A presença dessa espécie no solo, da área onde as amostras foram coletadas, pode ser 

atribuída a sua sobrevivência em restos culturais, pois conforme as informações fornecidas na 

Tabela 1 foi cultivado milho no local durante o verão de 2007/08. 

Comparando-se a compactação do solo (Rp, MPa) e as espécies encontradas neste 

estudo (Tabela 7), pode-se observar que F. proliferatum e F. oxysporum ocorreram tanto nos 

pontos de coleta em que o solo estava mais compactado (5,0 e 4,6 MPa) quanto em um grau 

de compactação intermediário (3,4 MPa), que pode ter favorecido seu desenvolvimento. F. 

graminearum também foi encontrado em amostras de solo com essa Rp, embora essa espécie 

também tenha sido observada em condições de solo menos compactado (1,3 e 2,2 MPa), 

assim como F. avenaceum (0,3 MPa). 
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Tabela 7 – Origem, características culturais e morfológicas de Fusarium spp. obtidos de amostras provenientes de três profundidades no perfil 
do solo em áreas com diferentes níveis de compactação. Santa Maria, RS, 2010. 

 

Isolado 
Pontoa e 

profundidade de 
coleta (cm) 

Rp 
(MPa)b Pigmentação  

Macroconídios 

Microconídios Clamid.c Diâmetro 
colônia (mm) 

Afinidade 
morfológica Comprimento 

(μm) 
Largura 

(μm) 

Número 
de 

septos 
F1sd P 26 10-15 3,4 Roxo amarronzado 27,0 2,7 2,9 +e/ FCf  + 69,1 F. oxysporum 
F2s P 26 05-10 3,4 Creme claro 29,6 2,5 2,8 +/ FC; cadeias + 54,0 F. proliferatum 
F3s P 29 10-15 5,0 Lilás claro 25,6 2,9 2,9 +/ FC  + 75,0 F. oxysporum 
F4s P 29 10-15 5,0 Roxo escuro 27,2 2,5 3,0 +/ FC  + 70,0 F. oxysporum 
F5s P 21 10-15 4,6 Creme claro 34,0 2,7 3,5 +/ FC; cadeias + 65,0 F. proliferatum 
F6s P 133 00-05 0,3 Ocre bronzeado 66,0 2,5 5,2 - - 57,0 F. avenaceum 
F7s P 133 05-10 0,3 Ocre bronzeado 67,1 2,7 4,9 - - 71,0 F. avenaceum 
F8s P 21 00-05 4,6 Creme claro 36,0 3,0 3,1 +/ FC  + 75,0 F. solani 
F9s P 91 00-05 1,3 Avermelhado claro 33,8 2,5 3,0 - + 74,3 F. graminearum 
F10s P 54 00-05 2,2 Vermelho carmim 47,9 4,8 4,2 - + 75,2 F. graminearum 
F11s P 29 00-05 5,0 Creme rosado 34,0 3,1 3,0 - + 74,0 F. graminearum 
F12s P 29 10-15 5,0 Violeta escuro 36,7 2,5 3,1 +/ FC + 68,0 F. oxysporum 
F13s P 26 05-10 3,4 Creme arroxeado 37,0 2,8 3,2 +/ FC; cadeias + 67,0 F. proliferatum 

a Ponto marcado através de GPS. b Rp: Resistência à penetração (MPa) é considerada uma das medidas indiretas do nível de compactação de um solo. c Clamidósporos. 
d isolados obtidos de solo. e Presença ou ausência da estrutura. f Microconídios em falsas cabeças. 
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Figura 9 – Isolados de Fusarium spp. (face superior) identificados através de características 

morfológicas e marcadores moleculares. F1s (F. oxysporum); F2s (F. 
proliferatum); F3s (F. oxysporum); F4s (F. oxysporum); F5s (F. proliferatum); 
F6s (F. avenaceum); F7s (F. avenaceum); F8s (F. solani); F9s (F. graminearum); 
F10s (F. graminearum); F11s (F. graminearum); F12s (F. oxysporum); e F13s (F. 
proliferatum). Santa Maria, 2011. 
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Figura 10 – Isolados de Fusarium spp. (face inferior) identificados através de características 

morfológicas e marcadores moleculares. F1s (F. oxysporum); F2s (F. 
proliferatum); F3s (F. oxysporum); F4s (F. oxysporum); F5s (F. proliferatum); 
F6s (F. avenaceum); F7s (F. avenaceum); F8s (F. solani); F9s (F. graminearum); 
F10s (F. graminearum); F11s (F. graminearum); F12s (F. oxysporum); e F13s (F. 
proliferatum). Santa Maria, 2011. 

 

 

Não houve divergência entre a identificação de espécies baseada em caracteres 

morfológicos e com marcador molecular (região TEF-1α). Como as sequências apresentaram, 

em média, 1100 pb observou-se que as demais existentes no GenBank eram menores (entre 

700 e 900 pb), gerando uma baixa cobertura nos resultados de pesquisa na base de dados, 

embora o percentual de similaridade ficasse em torno de 90%. Em função disso, realizou-se o 

corte das sequências no programa BioEdit, o que as deixou com um comprimento mais 

semelhante com aquelas sequências do GenBank. Após o corte, verificou-se uma melhoria 
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nos valores de cobertura e similaridade (%) e, consequentemente, uma melhor sincronia entre 

as sequências utilizadas para a confecção do dendrograma (Figura 11). 

Para os isolados F1s, F3s, F4s e F12s o valor de bootstrap se estendeu de 61 até 100 

com as sequências de Fusarium oxysporum obtidas no GenBank. Esses valores confirmariam 

a identidade dos isolados. O grupo formado pelos isolados F2s, F5s e F13s apresentou um 

bootstrap de alto suporte com sequências de Gibberella intermedia (anamorfo: Fusarium 

proliferatum). Pode-se observar que esses isolados formaram um grupo a parte dentro do 

grande grupo (com bootstrap igual a 99), o que poderia ser um indicativo de que eles são 

diferentes das demais sequências disponíveis no GenBank. O mesmo foi observado para os 

isolados F6s e F7s (F. avenaceum) e F9s, F10s e F11s (F. graminearum), que formaram 

grupos diferenciados das outras sequências com os quais foram comparados. 

O alinhamento da região TEF-1α também possibilitou classificar o isolado F8s no 

mesmo grupo que outras sequências de Fusarium solani, com um suporte de boostrap que 

variou de intermediário a alto. 

Sequências da região TEF-1α têm sido utilizadas para distinção de espécies de 

Fusarium e, em alguns casos, corroboram o design de primers para regiões específicas do 

genoma desses fungos (DITA et al., 2010). Além disso, o TEF-1α é empregado com sucesso 

em estudos que envolvam filogenia (O’DONNELL et al., 1998). Entretanto, regiões 

genômicas, como o IGS, quando combinadas com outras técnicas moleculares (RFLP, por 

exemplo), resultam em uma maior discriminação de espécies do que TEF-1α. Isso já foi 

comprovado para Fusarium oxysporum f. sp. cubensis W.C. Snyder & H.N. Hansen (FOURIE 

et al., 2009).  

Utilizando sequências TEF-1α, Kristensen et al. (2005) conseguiram correlacionar 

espécies de Fusarium com potencial toxicogênico, tais como F. graminearum, F. avenaceum, 

F. culmorum, F. tricinctum (Corda) Sacc. e F. venenatum Nirenberg 1995. Também através 

dessas sequências, os autores puderam realizar a análise filogenética de tais espécies, 

compilando as informações, gerando uma análise de filotoxigenia que poderia ter implicações 

diretas sobre uma melhor classificação de Fusarium. Análises de sequências TEF-1α também 

revelaram variabilidade suficiente para diferenciação de espécies de Fusarium isoladas de 

beterraba açucareira (NITSCHKE et al., 2009). 
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 Fusarium oxysporum (JF740878)

 F1s

 Fusarium oxysporum (JF740837)

 F4s

 F3s

 F12s

 Fusarium oxysporum (JF740781)

 Fusarium oxysporum (JF740777)

 Fusarium oxysporum (JF740827)

 F13s

 F5s

 F2s

 Gibberella intermedia (JF740723)

 Gibberella intermedia (JF740798)

 Gibberella intermedia (JF740779)

 Gibberella intermedia (JF740773)

 Gibberella intermedia (JF740730)

 Fusarium culmorum (JF740860)

 Fusarium meridionale (JF740835)

 Fusarium austroamericanum (JF740836)

 F9s

 F10s

 F11s

 Gibberella zeae (JF740871)
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Figura 11 – Dendograma baseado no método “Neighbor-joining” derivado das sequências da 
região TEF-1α, com base em 5000 réplicas de “bootstrap”, dos isolados de 
Fusarium spp.: F1s, F3s, F4s e F12s: F. oxysporum; F2s, F5s e F13s: F. 
proliferatum; F6s e F7s: F. avenaceum; F8s: F. solani; F9s, F10s e F11s: F. 
graminearum, e de sequências obtidas no GenBank de diferentes isolados de 
Fusarium spp. O número nas ramificações representa o valor de “bootstrap”. 
Neonectria radicicola (JF268757) foi utilizado como outgroup. Santa Maria, 
2012.  

 

 

4.4. Caracterização molecular de Trichoderma spp.  

 

 

Houve variação no comprimento das regiões ITS 1 e ITS 4 dos isolados de 

Trichoderma spp. sequenciados, sendo que estas ficaram entre 570 e 588 pb. Os isolados T1s 

e T3s foram agrupados no mesmo clado que a espécie Trichoderma koningiopsis (Clado 

Viride) com um suporte de bootstrap entre 66 e 86 (Figura 12). Os isolados T2s e T4s foram 

alinhados com outras sequências de Trichoderma tomentosum Bissett e, por isso, foram 

agrupados no Clado Harzianum. O suporte de bootstrap para esses isolados foi entre 59 e 91. 

O isolado T5s foi agrupado com T. asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg (Clado 

Hamatum), embora o bootstrap tenha sido intermediário.  

As duas espécies mais evidentes entre os isolados do antagonista foram T. 

koningiopsis e T. tomentosum (Figura 13). A espécie T. koningiopsis também foi observada 

por Menezes et al. (2010) em um estudo envolvendo três isolados do antagonista, advindos de 

crisântemo, que foram submetidos a PCR com os oligonucleotídeos iniciadores ITS1 e ITS2 e 

posterior digestão enzimática com enzimas de restrição. Os autores concluíram que o 

sequenciamento da região ITS rDNA foi satisfatória para a diferenciação dos isolados de 

Trichoderma spp., ao contrário das enzimas de restrição que não foram eficientes na geração 

de fragmentos para distingui-los.  

É possível que isolados de T. koningiopsis induzam a produção de enzimas 

quitinolíticas e endoglucanases em células do sistema radicular do hospedeiro. Essa espécie, 

apesar de ser considerada cosmopolita, é mais comum em latitudes de clima tropical do que 

clima temperado. T. koningiopsis tem sido isolado como endofítico em Theobroma spp. 

(cacaueiro) e constitui uma espécie agregada a T. koningii, com potencial para o controle 

biológico de diversos patógenos (SAMUELS et al., 2006). Assim como outras espécies de 
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Trichoderma, T. koningii beneficia a sanidade da planta e pode atuar na biomineralização de 

cristais de cálcio no solo (OYARBIDE et al., 2001). 
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Figura 12 – Dendograma baseado no método de Máxima Verossimilhança derivado das 
sequências das regiões ITSrDNA 1 e 4, com base em 5000 réplicas de 
“bootstrap”, de isolados de Trichoderma spp.: T1s e T3s: T. koningiopsis; T2s e 
T4s: T. tomentosum; e T5s: T. asperellum, e de sequências obtidas no GenBank 
de diferentes isolados de Trichoderma spp. O número nas ramificações 
representa o número de “bootstrap”. Bionectria ochroleuca (JN387732) foi 
utilizado como outgroup. Santa Maria, 2012.  
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Figura 13 – Isolados de Trichoderma spp. identificados através de marcadores moleculares 

ITS. T1s e T3s: T. koningiopsis; T2s e T4s: T. tomentosum; e T5s: T. asperellum. 
Santa Maria, 2011. 

 

 

Existem traços evolutivos que indicam uma proximidade genética entre T. tomentosum 

e T. harzianum e nisso, a possibilidade de um intercâmbio genético entre essas espécies 

(HOYOS-CARVAJAL et al., 2009). Nesses casos, o sequenciamento da região ITS não seria 

eficiente para distinção de espécies que são muito proximamente relacionadas 

(DRUZHININA et al., 2006). Foi verificado que T. tomentosum incrementou, em casa de 

vegetação, a área foliar e o peso seco de parte aérea e raiz em plantas de repolho que 

receberam suspensão de conídios do antagonista (RABEENDRAN et al., 2000). Esse fato 

poderia ser explicado em função da proximidade genética entre T. harzianum Rifai, que é 

tradicionalmente conhecido como promotor de crescimento, e T. tomentosum. 

Com relação ao isolado T5s identificado como T. asperellum (Figura 13), o isolado 

utilizado neste estudo faz parte da coleção de fungos do Laboratório de Fitopatologia da 

UFSM e havia sido obtido de solo rizosférico de tomateiro cultivado em estufa (ETSR 20). 

Conforme Ethur (2005), esse isolado foi selecionado com base em sua eficiência de controle 

para Fusarium solani e F. oxysporum“in vitro”. Da mesma forma, Lucon et al. (2009) em 
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uma avalição envolvendo várias espécies do antagonista e, entre elas, T. asperellum, 

observaram que a mesma teve grande eficiência no controle de murcha em pepineiro, causada 

por Rhizoctonia solani, em condições de casa de vegetação. Os autores utilizaram o 

sequenciamento da região ITS para definição das espécies do antagonista. Ainda, 

Trichoderma asperellum foi constatada como uma das espécies mais recorrentes na 

biodiversidade da Colômbia o que poderia ser explicado pela sua grande variabilidade 

genética e à capacidade de colonizar diferentes hospedeiros e substratos à base de carbono 

(HOYOS-CARVAJAL et al., 2009). 

 

 

4.5 Seleção in vitro de isolados de Trichoderma spp. com antagonismo à Fusarium spp. 

em soja  

 

 

A Tabela 8 apresenta os valores médios de crescimento micelial dos isolados de 

Fusarium spp. em confrontação direta e a classificação do antagonismo de Trichoderma spp. 

Os isolados de Fusarium spp. F1s (F. oxysporum), independentemente do isolado de 

Trichoderma spp. utilizado, e F2s (F. proliferatum), exceto quando em combinação com  o 

isolado de Trichoderma spp. T1s (T. koningiopsis) foram os que apresentaram os menores 

valores médios de crescimento micelial aos sete dias de avaliação. Para F3s (F. oxysporum) 

não houve redução significativa do crescimento e em F4s (F. oxysporum) pode-se observar 

uma pequena redução que foi dependente do isolado de Trichoderma spp. com que foi 

confrontado. 

Com relação à classificação do antagonismo de Trichoderma spp., os isolados T2s e 

T4s, ambos identificados como T. tomentosum, foram agrupados na classe 1, sendo capazes 

de crescer sobre todo o patógeno. Tal classificação aplicou-se aos isolados de Fusarium sp. 

F3s e F4s, identificados como F. oxysporum. Entretanto, foi observado que o isolado T4s, 

quando confrontado com F1s (F. oxysporum) e F2s (F. proliferatum) apresentou uma 

classificação muito próxima a 1 (1,2 e 1,3, respectivamente), o que o torna bastante eficiente.  
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Tabela 8 – Crescimento micelial de Fusarium spp. após sete dias em teste de confrontação 
direta com Trichoderma spp. e sua classificação quanto ao antagonismo, 
conforme escala de Bell et al. (1982) após 13 dias de incubação. Santa Maria, RS, 
2010. 

 

Trichoderma 
spp. (1) 

Fusarium 
spp. (2) 

Diâmetro médio das colônias 
de Fusarium spp. (mm) (3) 

Classificação do 
antagonismo de 

Trichoderma spp. (4) 
T5s 

F1s 

    35,0 (ns) 1,8 a 
T1s 35,6  1,4 b 
T2s 35,3  1,3 b 
T3s 34,8  1,2 b 
T4s 33,2  1,2 b 

    
T1s 

F2s 

 47,0 a 2,0 a 
T3s 32,8 b 1,9 a 
T5s 34,4 b 1,8 a 
T2s 33,0 b 1,7 a 
T4s 31,6 b 1,3 b 

    
T3s 

F3s 

     41,9 (ns) 1,9 a 
T5s 42,0  1,9 a 
T1s 47,0  1,0 b 
T2s 40,5  1,0 b 
T4s 41,6  1,0 b 

    
T1s 

F4s 

 48,2 a 1,0 b 
T3s 41,3 b 1,2 b 
T5s 39,8 b 2,0 a 
T2s 38,6 b 1,0 b 
T4s 38,4 b 1,0 b 

    
Média(5) 38,6 1,4 
C.V. (%)(6) 19,6 22,9 

(1)Isolados de Trichoderma spp. e respectivas espécies, Rp e profundidades de coleta no perfil do solo: T1s: T. 
koningiopsis; 3,4 MPa/00-05 cm; T2s: T. tomentosum; 3,4 MPa/05-10 cm; T3s: T. koningiopsis; 3,4 MPa/10-15 
cm; T4s: T. tomentosum; 5MPa/05-10 cm; e T5s: T. asperellum; ETSR 20. (2)Isolados de Fusarium spp. e 
respectivas espécies, Rp e profundidades de coleta no perfil do solo: F1s: F. oxysporum; 3,4 MPa/0-15 cm; F2s: 
F. proliferatum3,4 MPa/5-10 cm; F3s: F. oxysporum; 5MPa/10-15 cm; e F4s: F. oxysporum; 5MPa/10-15 cm. 
(3)Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P≤0,05); 
(ns)não significativo. (4)Classe 1: Trichoderma spp. cresce sobre o patógeno e ocupa toda a superfície do meio; 
Classe 2: Trichoderma spp. cresce sobre pelo menos 2/3 da superfície do meio; Classe 3: Trichoderma spp. 
ocupa aproximadamente a metade da superfície do meio; Classe 4: Trichoderma spp. cresce sobre 1/3 do meio; e 
Classe 5: Trichoderma spp. não cresce e o patógeno ocupa toda a superfície da placa (Adaptado de Carvalho et 
al., 2011). (5)Média geral do crescimento micelial de Fusarium sp. e das classes de antagonismo de Trichoderma 
spp. (6)Coeficiente de variação (%). 

 

 

Esses resultados contrariam os observados por Lopes et al. (2012) em que o isolado de 

T. tomentosum 29/11, entre outros avaliados em confrontação direta com Sclerotinia 
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sclerotiorum, obteve um score muito baixo entre as classes de antagonismo de Bell. Ainda, 

com relação à produção de metabólitos voláteis, os autores observaram que os isolados de T. 

tomentosum 364/02 e 476/02 e T. asperellum 400/01, inibiram insatisfatoriamente o 

crescimento micelial de S. sclerotiorum.  

Em uma análise filogenética baseada na região ITS de 170 espécies de Trichoderma, 

observou-se que T. tomentosum foi agrupado no clado Harzianum, que inclui T. harzianum 

(BŁASZCZYK et al., 2011), espécie comumente relacionada ao biocontrole de uma série de 

patógenos (HARMAN, 2000; INAM-UL-HAQ et al., 2009; BOMFIM et al., 2010; 

STEINDORFF et al., 2012). Essa proximidade genética pode ter contribuído para o bom 

desempenho de T. tomentosum como agente de controle biológico, conforme os resultados 

observados neste trabalho. Contudo, ainda são excassos os relatos dessa espécie e sua 

utilização no biocontrole de doenças. 

Os demais isolados (T1s, T3s e T5s) apresentaram bom potencial de antagonismo 

contra Fusarium spp., sendo agrupados dentro da classe 2, embora para F1s o isolado T3s 

tenha ficado dentro da classe 1 (1,2). A comparação entre o crescimento micelial de Fusarium 

spp. em combinação com Trichoderma spp. e a testemunha (somente Fusarium spp.) é 

apresentada na Figura 14. 

Os isolados F3s, F4s e F2s diferenciaram-se de F1s por terem maior crescimento 

micelial (Figura 14). Entretanto, o isolado F1s não diferiu estatisticamente de tratamentos em 

que Fusarium spp. foi combinado com Trichoderma spp. (F4s x T1s, F3s x T1s e F2s x T1s). 

Além disso, os tratamentos com o isolado F1s em combinação com todos isolados de 

Trichoderma spp. testados tiveram os menores crescimentos, assim como as combinações F2s 

x T2s, F2s x T3s e F2s x T4s. Tais resultados apontam que in vitro F1s (F. oxysporum) e F2s 

(F. proliferatum) seriam mais facilmente controlados pelos possíveis antagonistas testados.  

Entre os principais mecanismos envolvidos em testes de biocontrole (como o de 

confrontação direta) em que Trichoderma spp. é utilizado, destacam-se o micoparasitismo 

(PAPAVIZAS, 1985; HARMAN; KUBICEK, 1998; HOWELL, 2003) e a antibiose 

(HOWELL,1998; SIVASITHAMPARAM; GHISALBERTI, 1998). Além disso, acredita-se 

que fungos do gênero Trichoderma são hábeis na produção e liberação de enzimas hidrolíticas 

o que os auxilia na detecção da presença de outro fungo pela sensitividade de moléculas 

liberadas a partir do hospedeiro (planta) por degradação enzimática (VINALE et al., 2008). 
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Figura 14 – Crescimento micelial de isolados de Fusarium spp. utilizados no experimento de 
biocontrole em soja, após sete dias, em cultivo individual e em teste de 
confrontação direta com isolados de Trichoderma spp. Santa Maria, RS, 2011. 
F1s, F3s e F4s (F. oxysporum); F2s (F. proliferatum); T1s e T3s (T. 
koningiopsis); T2s e T4s (T. tomentosum); e T5s (T. asperellum). *Médias 
seguidas pela mesma letra não apresentaram diferença estatística pelo teste de 
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Barras verticais indicam o desvio padrão. 

 

 

4.6 Teste in vivo de isolados de Trichoderma spp. e Fusarium spp. em plântulas de soja 

 

 

Os resultados de alguns tratamentos não foram apresentados nos gráficos em função 

da elevada incidência de “damping-off”, que foi quantificada em percentagem (%) (Tabela 9) 

e, na Figura 15, a colonização do substrato pelo fungo e a manifestação dos sintomas em 

plântulas de soja. 
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Figura 15 – Aspecto do substrato infestado com isolados de Fusarium sp., após 12 dias, e soja 

germinando após três dias de semeadura. a) Tratamentos contendo apenas 
Fusarium sp. e micélio do fungo cobrindo o substrato; b, c e d) detalhe do 
substrato infestado por Fusarium sp; e) sintoma de damping off em plântulas de 
soja; f) evolução do sintoma de damping off  com morte de plântulas; e g) clorose 
e necrose nas bordas dos folíolos de uma plântula no início da manifestação de 
damping off em comparação com a Testemunha. Santa Maria, RS, 2011. 

 

 

 O tratamento F1s (F. oxysporum), isolado ou combinado com Trichoderma spp. (F1s 

x T2s e F1s x T5s) foi o mais agressivo, obtendo 100% de tombamento de plântulas. Além 

disso, F1s x T3s e F1s x T4s também tiveram grande incidência de doença, assim como F4s x 

T1s e F4s x T3s, todos com 75% de tombamento. Em comparação aos resultados obtidos no 

teste de confrontação direta in vitro, foi possível destacar algumas diferenças. A combinação 

F2s x T1s, que obteve um dos maiores crescimentos miceliais (Tabela 8 e Figura 14), foi uma 

das que apresentou resultados negativos in vivo, pois teve baixas médias de comprimento de 

raiz (cm) e peso fresco e seco (g) (Figura 16). O isolado F2s (F. proliferatum) prejudicou 

bastante o desenvolvimento de plântulas, o que pode ser comprovado por sua recorrência 

entre os piores tratamentos in vivo.  
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Figura 16 – Comprimento de raiz (cm), peso fresco (g) e peso seco (g) de plântulas de soja, cultivar FT-Estrela, aos 30 dias após semeadura 
(DAS) em substrato infestado com isolados de Fusarium sp. e Trichoderma spp. de forma isolada ou combinada. Isolados de 
Fusarium spp.: F1s: F. oxysporum; F2s: F. proliferatum; F3s: F. oxysporum; F4s: F. oxysporum. Isolados de Trichoderma spp.: T1s: 
T. koningiopsis; T2s: T. tomentosum; T3s: T. koningiopsis; T4s: T. tomentosum; T5s: T. asperellum. Santa Maria, RS, 2011.*Médias 
seguidas pela mesma letra não apresentaram diferença estatística pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Barras verticais 
indicam o desvio padrão. 
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In vitro, o isolado F3s (F. oxysporum) em combinação com Trichoderma spp., não 

apresentou diferenças quanto ao crescimento micelial, mas in vivo sua combinação com o 

isolado T1s (F3s x T1s) foi uma das melhores, assim como F3s x T2s. O isolado F4s (F. 

oxysporum), tanto no teste in vitro quanto in vivo, não se destacou nem entre os piores e nem 

entre os melhores tratamentos. 

Não houve tombamento de plântulas nos tratamentos Testemunha, com Trichoderma 

spp. de forma isolada e para os isolados de Fusarium sp. F2s e F3s de forma isolada (Tabela 

9). Além disso, não foi observado tombamento em algumas combinações entre esses isolados 

de Fusarium spp. e Trichoderma spp., tais como F3s combinado com T1s, T2s, T3s e T4s e 

para o tratamento F4s x T4s.  

 

 

Tabela 9 – Tombamento (%) de plântulas de soja, cultivar FT-Estrela, após 30 dias de cultivo 
em substrato infestado com isolados de Fusarium spp. (F) e Trichoderma spp. (T), 
de forma isolada ou combinada. Santa Maria, RS, 2011. 

 

Tratamentos(1) 
 Tombamento de plântulas (%) 

Sem Trichoderma spp. T1s T2s T3s T4s T5s 

Sem Fusarium spp. 0 0 0 0 0 0 

F1s 100 25 100 75 75 100 

F2s 0 25 0 0 0 25 

F3s 0 0 0 0 0 100 

F4s 75 75 50 75 0 50 
(1)Isolados de Fusarium spp.: F1s, F3s e F4s: F. oxysporum; F2s: F. proliferatum. Isolados de Trichoderma spp.: 
T1s e T3s: T. koningiopsis; T2s e T4s: T. tomentosum; T5s: T. asperellum. Testemunha: apenas água estéril, sem 
Fusarium spp. e sem Trichoderma spp. 
 

 

Com relação à Trichoderma spp., os melhores isolados in vitro (T2s e T4s) também 

foram responsáveis por alguns dos resultados mais promissores in vivo. Além deles, T1s e 

T5s, agrupados na classe 2 de antagonismo, obtiveram destaque para a variável comprimento 

de raiz (Figura 16). Ainda, o isolado T3s (classe 2 de antagonismo) não foi um dos melhores 

tratamentos in vivo, embora tenha sido eficiente in vitro contra o isolado F1s de Fusarium sp.  

Não foi observado tombamento para as combinações entre o isolado F3s e T1s, T2s, 

T3s e T4s, tendo esse último se destacado, pois quando combinado com F2s e F4s, não houve 

incidência da doença (Tabela 9). Combinações envolvendo o tratamento T5s (F1s x T5s e F3s 
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x T5s; F2xT5; e F4xT5) apresentaram 100, 50 e 25% de tombamento de plântulas, 

respectivamente.  

Nos tratamentos em que se realizou a avaliação em plântulas, foi possível observar que 

embora os isolados de Trichoderma spp. tivessem sido aplicados de maneira isolada, algumas 

combinações entre o antagonista e o patógeno foram capazes de promover um melhor 

desenvolvimento de plântula. Para a variável comprimento de raiz (cm) (Figura 16), por 

exemplo, os únicos tratamentos combinados que induziram redução de crescimento radicular 

foram F2s x T2s, F2s x T1s e F2s x T5s. Os demais não diferiram estatisticamente entre si. Os 

tratamentos que se destacaram para comprimento de raiz foram T4s, F3s x T1s, T5s, T1s, F1s 

x T1s, F4s x T4s, F3s x T2s e T2s em que as médias ficaram acima de 10 cm. 

Para o peso fresco de plântulas (Figura 16), os tratamentos F3s x T1s, F3s x T2s e T2s 

tiveram as melhores médias, acima de 1,2 g, e os tratamentos F4s, F2s, F1s x T3s, F1x T4s, 

F4s x T1s, F4s x T3s e F1s x T5s foram os que apresentaram as menores médias. O isolado de 

Fusarium sp. F2s, mesmo em combinação com Trichoderma spp. (T1s e T5s) foi capaz de 

prejudicar o desenvolvimento de plântulas. Esse resultado pode ser justificado por possíveis 

relações antagônicas entre os metabólitos produzidos por ambos os fungos e isso se refletiu 

sobre o peso fresco das plântulas tratadas com tais micro-organismos. Em estudo conduzido 

com maracujazeiro e isolados de Trichoderma spp. avaliando o enraizamento de estacas, 

Santos et al. (2010) verificaram que os isolados utilizados não promoveram o enraizamento, 

embora Trichoderma spp. tenha incrementado o peso fresco e seco de plantas advindas das 

estacas. 

Na variável peso seco de plântulas de soja, verificou-se que os tratamentos F3s x T1s, 

T2s, F3s x T2s e T1s foram os melhores, enquanto que F1s x T5s, F4s x T3s, F1s x T4s, F4s x 

T1s, F1s x T3s, F2s e F4s obtiveram as menores médias. Entre os isolados de Trichoderma 

spp. aplicados de forma isolada, T2s (T. tomentosum), obteve destaque com relação ao peso 

fresco e seco de plântulas. Nesse caso, a habilidade deste isolado poderia ser atribuída a sua 

capacidade de associação simbiôntica com as raízes da plântula que, aliada a sua ação 

decompositora, disponibilizaria nutrientes prontamente absorvíveis para o vegetal. Além 

disso, atuando como agente de controle biológico, inibiria a ação do fitopatógeno (no caso 

Fusarium sp.) que pode interferir no desenvolvimento normal da plântula (SANTOS, 2008). 
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4.7 Seleção in vitro de isolados de Trichoderma spp. com antagonismo à Fusarium 

graminearum em aveia preta  

 

 

Foram testados dois isolados de F. graminearum contra os mesmos isolados de 

Trichoderma spp. utilizados nos testes de biocontrole in vitro para a soja. As médias de 

crescimento micelial e classificação do antagonismo de F. graminearum e Trichoderma spp., 

respectivamente, são apresentados na Tabela 10.  

 

 

Tabela 10 – Crescimento micelial de isolados de Fusarium graminearum após sete dias em 
teste de confrontação direta com isolados de Trichoderma spp. e sua 
classificação quanto ao antagonismo, conforme escala de Bell et al. (1982) após 
13 dias de incubação. Santa Maria, RS, 2012. 

 

Trichoderma sp.(1) Fusarium 
graminearum (2) 

Diâmetro médio das colônias de 
isolados de Fusarium sp. (mm)(3) 

Classificação do 
antagonismo de 

Trichoderma sp.(4) 
T1s 

F10s 

    34,8 (ns) 1,8 a 
T4s 32,3 1,6 a 
T2s 33,1   1,4 ab 
T5s 33,0 1,0 b 
T3s 30,5 1,0 b 

    
T2s 

F11s 

     39,9 (ns) 3,0 a 
T4s 39,1 3,0 a 
T3s 38,5 2,0 b 
T5s 36,5 2,0 b 
T1s 40,9  1,6 b 

    
Média(5) 35,87 1,84 
C.V. (%)(6) 10,63 18,03 

(1)Isolados de Trichoderma spp. e respectivas espécies, pontos e profundidades de coleta no perfil do solo: T1s: 
T. koningiopsis; 3,4 MPa/00-05 cm; T2s: T. tomentosum; 3,4 MPa/05-10 cm; T3s: T. koningiopsis; 3,4 MPa/10-
15 cm; T4s: T. tomentosum; 5MPa/05-10 cm; e T5s: T. asperellum; ETSR 20. (2)Isolados de Fusarium 
graminearum, Rp e profundidades de coleta no perfil do solo: F10s (5,0 Mpa/5-10 cm); F11s (2,2MPa/0-5 cm). 
(3)Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott (P≤0,05); 
(ns)não significativo. (4)Classe 1: Trichoderma spp. cresce sobre o patógeno e ocupa toda a superfície do meio; 
Classe 2: Trichoderma spp. cresce sobre pelo menos 2/3 da superfície do meio; Classe 3: Trichoderma spp. 
ocupa aproximadamente a metade da superfície do meio; Classe 4: Trichoderma spp. cresce sobre 1/3 do meio; e 
Classe 5: Trichoderma spp. não cresce e o patógeno ocupa toda a superfície da placa (Adaptado de Carvalho et 
al., 2011). (5)Média geral do crescimento micelial de Fusarium sp. e das classes de antagonismo de Trichoderma 
spp. (6)Coeficiente de variação (%). 
 

 

Com relação ao diâmetro médio de colônias de F. graminearum, não houve diferença 

estatística para ambos os isolados, F10s e F11s, independentemente do isolado de 

Trichoderma spp. com que foram confrontados. Porém, pode-se observar que uma melhor 
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classificação do antagonista ocorreu nos confrontos com o isolado F10s sendo que os isolados 

T3s, T5s e T2s foram enquadrados na classe 1 de antagonismo. Além desses, os isolados T4s 

(1,6) e T1s (1,8) também podem ser considerados agentes de controle biológico promissores, 

pois apresentaram classes de antagonismo próximas a 2.  

Os tratamentos F11s x T1s (classe 1,6), F11s x T5s e F11s x T3s (classe 2,0) se 

destacaram quanto à classificação de antagonismo, já que T4s e T2s tiveram notas que os 

agruparam junto a classe 3. Embora um antagonista não tenha conseguido expressar sua 

máxima eficiência com relação ao patógeno em um teste in vitro, não significa 

necessariamente que o mesmo apresentará o mesmo comportamento em um teste in vivo, pois 

nessas condições a interação solo-planta aliada a fatores ambientais determinará o sucesso ou 

o fracasso de um agente de controle biológico.  

As relações antagônicas podem ser de competição, predação, amensalismo, 

parasitismo, resistência induzida e produção de metabólitos que irão inibir o crescimento e 

desenvolvimento do fitopatógeno. Dentre esses, o parasitismo é citado como o mecanismo de 

controle biológico mais eficiente em que os antagonistas estabelecem uma relação de 

dependência com seus hospedeiros, implicando em sua sobrevivência e, muitas vezes, tal 

relação pode ser favorecida ou não pelas condições ambientais e suas variações 

(GRIGOLETTI et al., 2000). 

 

 

4.8 Teste in vivo de isolados de Trichoderma spp. e Fusarium graminearum em plântulas 

de aveia preta  

 

 

Em aveia preta, os resultados obtidos não foram tão expressivos quanto os da soja, 

pois não houve manifestação de “damping-off” (tombamento de plântulas) aos 30 Dias Após a 

Semeadura (DAS). Entretanto, pode-se observar que os tratamentos Testemunha, T4s, T2s e 

F11xT1 apresentaram maiores comprimentos de raiz (cm) em relação aos demais. Ainda para 

essa variável o pior resultado ocorreu no tratamento F10s x T5s (Figura 17) que, com exceção 

dos melhores tratamentos, não diferiu estatisticamente dos demais. Para o peso fresco de 

plântulas, os isolados T4s, T2s e T5s proporcionaram as melhores médias, embora não 

tenham diferido da Testemunha (Figura 17).  

Ainda, com relação ao peso fresco de plântulas observou-se que os demais isolados de 

Trichoderma spp. não foram capazes de proporcionar incremento e também não houve 
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diferença estatística entre os mesmos. Avaliando 19 isolados de Trichoderma spp. e sua 

atividade antagonista à Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ellis & Halst., Silva et al. (2011) 

constataram que os isolados IB 01/03, IB 15/06, IB 31/06 e IB 34/08 proporcionaram os 

maiores índices de matéria seca em dois dos três experimentos realizados em diferentes 

épocas do ano. Os autores associaram essa variação no efeito dos isolados de Trichoderma 

spp. à diferenças existentes entre tais épocas. Com isso, comprovou-se que a temperatura e a 

umidade relativa do solo seriam os principais efeitos que podem interferir no bom 

desempenho de um agente de biocontrole de doenças em plantas (AKRAMI et al., 2011).  
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Figura 17 – Comprimento de raiz (cm) e peso fresco (g) de plântulas de aveia preta, cultivar 

Comum, aos 30 dias após semeadura (DAS) em substrato infestado com isolados 
de Fusarium graminearum e Trichoderma spp. de forma isolada ou combinada. 
Isolados de F. graminearum: F10s e F11s. Isolados de Trichoderma spp.: T1s: T. 
koningiopsis; T2s: T. tomentosum; T3s: T. koningiopsis; T4s: T. tomentosum; T5s: 
T. asperellum.  Santa Maria, RS, 2011. *Médias seguidas pela mesma letra não 
apresentaram diferença estatística pelo teste de Scott-Knott a 5% de 
probabilidade. Barras verticais indicam o desvio padrão. 

 

 

Como o presente experimento foi realizado entre o final de fevereiro e o início de abril 

de 2012, é provável que alguns dias de temperatura (ºC) mais elevada e umidade relativa do ar 

mais baixa tenham interferido no pleno estabelecimento de Trichoderma spp. no substrato 

infestado. Além disso, essas condições ambientais mais desfavoráveis aos fungos utilizados 

na infestação de substrato, também explicariam a não ocorrência de damping off em plântulas 

de aveia preta. 
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4.9 Detecção e quantificação de zearalenona (ZEA) e deoxinivalenol (DON) em isolados 

de Fusarium spp. obtidos de solo com diferentes níveis de compactação 

 

 

No teste de fluorimetria para detecção de ZEA, os isolados F1s (F. proliferatum), F3s 

(F. oxysporum), F8s (F. solani) e F9s, F10s e F11s (F. graminearum) obtiveram destaque, 

produzindo quantidades mais elevadas dessa micotoxina (Tabela 11). Produzida por diferentes 

espécies de Fusarium, a zearalenona possui efeito estrogênico sobre os animais domésticos 

(HAGLER et al., 1979) e sua produção é favorecida por condições ambientais mais amenas e 

com alta umidade (WEAVER et al., 1986). De modo geral, os isolados acima listados, 

advindos de condições de solo com maior compactação (Tabela 11), poderiam ter encontrado, 

ainda no solo, condições mais adequadas para a expressão dos clusters de genes que 

coordenam a produção dessa micotoxina, sendo o isolado de F. graminearum F11s produtor 

de zearalenona. Em grãos, a produção de ZEA ocorre em seu estádio de desenvolvimento 

sendo que a infecção por Fusarium acontece sob condições de elevada pluviosidade e 

períodos de alternância entre baixas (~ 14 ºC) e altas (~ 28 °C) temperaturas. 

 

 

Tabela 11 – Quantidades de zearalenona (ZEA) e deoxinivalenol (DON) obtidas a partir de 
isolados de Fusarium sp. oriundos de solo cultivado com soja/aveia preta sob 
sistema plantio direto. Santa Maria, RS, 2012. 

 
Isolados(a) Rp (MPa)(b) Espécie ZEA (ppm) (c) DON (ppm) 
F3s 5,0 Fusarium oxysporum 12,0 -*nd 

- nd 
- nd 
- nd 
- nd 
- nd 

0,86 
0,89 
0,60 
0,48 
0,48 
0,43 
0,39 

F1s 3,4 Fusarium oxysporum 8,1 
F2s 3,4 Fusarium proliferatum 5,7 
F4s 5,0 Fusarium oxysporum 3,9 
F12s 5,0 Fusarium oxysporum 5,4 
F13s 3,4 Fusarium proliferatum 4,6 
F11s 5,0 Fusarium graminearum 37,0 
F10s 2,2 Fusarium graminearum 12,0 
F9s 1,3 Fusarium graminearum 10,0 
F8s 4,6 Fusarium solani 13,0 
F6s 0,3 Fusarium avenaceum 4,6 
F7s 0,3 Fusarium avenaceum 6,2 
F5s 4,6 Fusarium proliferatum 4,0 

(*nd): não detectado: indica que os valores encontrados estão abaixo do limite de detecção do método (0,2 ppm); 
(a)isolados obtidos de solo; (b)Rp: resistência à penetração (MPa) é considerada uma das medidas indiretas do nível 
de compactação de um solo; (c)ppm: partes por milhão. 
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As micotoxinas produzidas por Fusarium spp., podem ser classificadas em dois tipos 

gerais: i) tricotecenos não estrogênicos: DON, nivalenol e toxina T-2; e ii) micoestrógenos: 

zearalenona (ZEA) e zearalenol. Apesar de sua dissimilaridade estrutural a estrogênios, ZEA 

e vários de seus derivados possuem atividade estrogênica. A produção de zearalenona tem 

sido associada à isolados de F. roseum Link e F. proliferatum (sin. F. moniliforme J. Sheld.) e 

seus efeitos estrogênicos podem ser atribuídos à sua complexa estrutura química que a torna 

uma molécula fitoestrogênica, que são compostos estrogênicos produzidos por plantas/fungos. 

Como Fusarium spp. pode produzir tanto ZEA quanto as micotoxinas não estrogênicas 

(DON, T-2), em condições adequadas, o problema de contaminação por micotoxinas torna-se 

multifatorial (DIEKMAN; GREEN, 1992). No Brasil, foi promulgada recentemente uma 

legislação em que foram estabelecidos os Limites Máximos de Tolerância (LMT) para 

micotoxinas em alimentos (Anexo 6). 

Em uma análise realizada com 24 diferentes isolados de F. graminearum associados a 

giberela na região Sul do Brasil, verificou-se que 67% deles foram capazes de produzir 

zearalenona, enquanto que 33% dos isolados produziram deoxinivalenol, sendo que o isolado 

22 foi considerado altamente toxicogênico, diferenciando-se dos demais na produção de 

tricotecenos de ZEA (GERALDO et a., 2006). Os autores também apontaram a eficiência na 

produção de micotoxinas, pelos isolados avaliados, em um substrato à base de arroz e 

sugeriram também o uso de grãos de milho esterilizados para o crescimento de Fusarium. 

Ao contrário do observado para zearalenona, nem todos os isolados testados neste 

trabalho foram eficientes na produção do tricoteceno deoxinivalenol (DON), em ambos os 

substratos analisados. Para os isolados F3s, F4s e F12s (F. oxysporum), F1s e F13s (F. 

proliferatum) os valores encontrados, nos grãos de milho por eles colonizados, foram tão 

irrisórios que o método utilizado (ELISA) não detectou produção dessa micotoxina. 

Entretanto, os isolados F2s e F5s (F. proliferatum), F11S, F10s e F9s (F. graminearum), F8s 

(F. solani) e F6s e F7s (F. avenaceum) produziram DON em quantidades superiores ao limite 

de detecção do método nesse substrato (0,2 ppm).  

Tricotecenos, como o DON, formam um amplo grupo de inibidores da síntese de 

proteínas em eucariotos e, por serem considerados micotoxinas, causam preocupação na 

comunidade científica em função de seu potencial para contaminação de produtos agrícolas e 

alimentícios (TOKAY et al., 2005). A produção de deoxinivalenol por isolados de F. solani 

não é comumente relatada. El-Banna et al. (1984) observaram produção de DON, por 

Fusarium solani em tubérculos de diferentes cultivares de batata inglesa durante seu 

armazenamento. Marasas et al. (1984) não relacionam a produção de DON por diferentes 
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isolados de F. solani. A carência de informações sobre a produção de deoxinivalenol por essa 

espécie de Fusarium é pouco mencionada na literatura, indicando que F. solani não seria um 

potencial produtor de DON.  

Contrariamente, são inúmeros os relatos de produção de DON em isolados de F. 

avenaceum, F. graminearum e F. proliferatum. Neste estudo, observou-se que os isolados 

F10s e F11s (F. graminearum) produziram as maiores quantidades de deoxinivalenol e 

zearalenona, o que lhes confere uma identidade toxicogênica. Em milho, a produção de 

tricotecenos (DON, 3-ADON, nivalenol e toxina T2, por exemplo), está associada 

principalmente a F. graminearum, enquanto que F. avenaceum e F. proliferatum são 

relacionados a produção de moniliformina (MON) e beauvericina (BEA) (LOGRIECO et al., 

2002).  

Nesse sentido, um estudo complementar envolvendo os isolados obtidos neste trabalho 

frente a possibilidade de produção de outros tricotecenos, MON e BEA seria importante, já 

que houve a confirmação de que eles são capazes de produzir tanto deoxinivalenol quanto 

zearalenona. Outra análise complementar seria a detecção de fumonisina B1 (FB1) no isolado 

de F. proliferatum, já que essa espécie é comumente mencionada como produtora dessa 

micotoxina (STANKOVIC et al. 2007; LESLIE et al., 1996). Em virtude dos isolados 

analisados (Tabela 11) terem sido obtidos de solo, poderia-se inferir que ao infectar as plantas 

haveria produção das micotoxinas para os quais os mesmos foram testados. As análises 

apontaram que os isolados de F. graminearum, F. avenaceum e F. proliferatum obtidos de 

amostras de solo coletadas em diferentes profundidades e níveis de compactação do solo, 

possuem os clusters de genes responsáveis pela produção de DON e ZEA. Ainda, com relação 

a profundidade de coleta das amostras de solo, os isolados obtidos daquelas coletadas entre 

00-05 cm e 05-10 cm foram mais toxicogênicos que os isolados advindos da profundidade 10-

15 cm (Tabelas 7 e 11). 

Entre as micotoxinas produzidas por Fusarium, deoxinivalenol e zearalenona são de 

especial importância em virtude de serem produzidas ainda na lavoura, antes da colheita. A 

contaminação de grãos por essas micotoxinas não pode ser totalmente evitada devido a 

condições ambientais (clima) existentes no campo. Por isso, culturas como trigo e milho 

tornam-se muito vulneráveis à infecção por Fusarium e, consequentemente, esses grãos serão 

altamente contaminados com DON e ZEA quando comparados a outras culturas (DÖLL; 

DÄNICKE, 2011). 

 





5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

Foi possível observar uma melhor correlação entre as características físicas do solo 

sob diferentes níveis de resistência à penetração (MPa) quando, na área amostrada, foi 

implantada a cultura da aveia preta após a soja. Maiores populações de Fusarium e 

Trichoderma foram observadas nas camadas de 05-10 e 10-15 cm de profundidade, 

respectivamente, no perfil do solo, fato que aconteceria em função de uma melhor aeração do 

ambiente (característica importante para o gênero Trichoderma) e condições de maior 

anaerobiose (que favoreceria a proliferação de fungos do gênero Fusarium). Esse último 

contaria com os exsudatos liberados pelas raízes que, na tentativa de transpor camadas 

compactadas no solo, proporcionariam ao fungo um substrato completo para seu 

desenvolvimento e posterior infecção do hospedeiro. 

Os dados de identificação morfológica e molecular de Fusarium spp. e sua 

patogenicidade em soja permitiram conhecer que as espécies advindas de ambientes mais 

compactados pareceram ser as mais agressivas às plântulas, provocando tombamento na 

maioria dos tratamentos contendo Fusarium oxysporum e F. proliferatum. Em contrapartida, 

para a aveia preta que foi semeada em substrato infestado por inóculo de F. graminearum não 

foi observado tombamento, o que poderia indicar que a técnica de infestação de substrato 

utilizada não foi eficiente para essa espécie do fungo. 

Os isolados de Trichoderma testados apresentaram um bom potencial para controle de 

Fusarium oxysporum e F. proliferatum em plântulas de soja. O fato de tanto o patógeno 

quanto a maioria dos antagonistas terem sido obtidos dos mesmos pontos de coleta a campo 

pode ter contribuído com seu bom desempenho, já que esses antagonistas estariam mais 

adaptados a condições de estresse no ambiente. Esses antagonistas foram identificados como 

Trichoderma koningiopsis¸ T. tomentosum e T. asperellum, sendo esse último isolado de solo 

cultivado com tomateiro, porém, nem por isso menos eficiente que os demais. 

Isolados de F. graminearum, F. avenaceum e F. solani se destacaram quanto à 

produção de ambas as micotoxinas deoxinivalenol e zearalenona, o que os caracterizaria como 

toxicogênicos. De modo geral, esses isolados foram obtidos de amostras de solo com maior 

nível de compactação.  

 





CONCLUSÕES 
 

 

1. A cultura da aveia preta, após cultivo de soja, proporciona melhores correlações entre 

características físicas do solo e população de Fusarium, Trichoderma e total para os diferentes 

níveis de compactação testados  

2. A caracterização molecular de Fusarium spp. a partir da região TEF-1α rDNA mostra 

eficiência para a distinção de complexos de espécies obtidas neste trabalho, separando-as em 

cinco clados. 

3. Os isolados de Trichoderma spp. identificados, através da região ITS rDNA, são dois da 

espécie T. koningiopsis, dois T. tomentosum e um T. asperellum.  

4. F. oxysporum e F. proliferatum são patogênicos para a cultura da soja e provocam 

tombamento de plântulas. 

5.  Os isolados de F. graminearum F10s e F11s não são patogênicos, ou seja, não provocam 

tombamento de plântulas de aveia-preta na condição de infestação de substrato testada. 

6. Os isolados de Trichoderma (T1s-T. koningiopsis; T2s-T. tomentosum; T3s-T. koningiopsis; T4s-

T. tomentosum; T5s-T. asperellum) testados, tanto in vitro quanto in vivo, apresentam potencial 

para controle de Fusarium spp. (F1s, F3s e F4s-F. oxysporum; F2s-F. proliferatum) em soja. 

Em aveia preta, os isolados T2s, T4s e T5s promovem o crescimento radicular, destacando-se 

quanto ao peso fresco de plântulas. 

7. Os isolados de F. graminearum e F. solani produzem ZEA e DON, enquanto F. proliferatum e 

F. oxysporum produzem apenas ZEA. 
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Anexo 1 - Meio de cultura Batata-Dextrose-Ágar (BDA) 

 

–  200 g de batatas descascadas e fatiadas  

–  20 g de dextrose  

–  15 g de ágar  

–  1 L de água destilada  

–  0,05 mg de estreptomicina/100 mL de meio de cultura 

 

 

DHINGRA, O. D.; SINCLAIR, J. B. Basic plant pathology methods. 2. ed. Boca Raton: 
CRC Press, 1995. 434 p. 
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Anexo 2 - Meio de cultura Ágar-Ágar (AA) 

 

–  15 g de ágar  

–  1 L de água destilada  

–  0,05 mg de estreptomicina/100 mL de meio de cultura 

 

 

DHINGRA, O. D.; SINCLAIR, J. B. Basic plant pathology methods. 2. ed. Boca Raton: 
CRC Press, 1995. 434 p. 
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Anexo 3 - Meio de cultura Sintético - Spezieller Nährstoffarmer Agar (SNA) 

 

–  1 g de KH2PO4 

–  1 g de KNO3 

–  0,5 g de MgSO4.7H2O  

–  0,5 g de KCl  

–   0,2 g de glicose 

–   0,2 g de sacarose 

–   20 g de ágar 

–  1 L de água destilada  

 

 

LESLIE, J.F.; SUMMERELL, B.A. The Fusarium Laboratory Manual. Blackwell 
Publishing, Ames, USA, 388  pp. 2006. 
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Anexo 4 - Meio de cultura Folha de Cravo-Ágar (FCA ou CLA) 

 

–  20 g de ágar  

–  1 L de água destilada  

–  2 ou 3 pedaços de folhas de cravo (Dianthus caryophyllus L.) esterilizadas (60°C/72h) 

  

 

FISHER, N.L. et al. Carnation leaves as a substrate and for preserving cultures of Fusarium 
species. Phytopathology, Saint Paul, v. 72, p. 151-153, 1982. 
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Anexo 5 - Meio de cultura Nash & Snyder (NS) 

 

–  15 g de peptona  

–  20 g de ágar  

–  1 g de KH2PO4  

–  0,5 g de MgSO4.7H2O  

–  1 g de pentacloronitrobenzeno (PCNB 75%)  

–  1 L de água destilada  

–  0,05 mg de estreptomicina/100 mL de meio de cultura  

 

 

NASH, S. M.; SNYDER, W. C. Nash & Snyder Medium. Phytopathology, Saint Paul, v. 52, 
p. 567-572, 1962.  
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Anexo 6 - Limites máximos tolerados para micotoxinas no Brasil. Adaptado de MAPA 
(2011) 

 

Micotoxina Alimento Limite Máximo Tolerado – LMT (µg/kg) 
2011 2012 2014 2016 

D
eo

xi
ni

va
le

no
l (

D
O

N
) 

Arroz beneficiado e derivados 750    
Alimentos a base de cereais para alimentação 
infantil (lactentes e crianças de primeira infância) 200    

Trigo integral, trigo para quibe, farinha de trigo 
integral, farelo de trigo, farelo de arroz, grão de 
cevada 

 2000 1500 1000 

Farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de 
água e sal, e produtos de panificação, cereais e 
produtos de cereais exceto trigo e incluindo cevada 
malteada 

 1750 1250 750 

Cereais para posterior processamento, incluindo 
grão de cevada   20  

Trigo e milho em grãos para posterior 
processamento   3000  

Ze
ar

al
en

on
a 

(Z
EA

) 

Alimentos a base de cereais para alimentação 
infantil (lactentes e crianças de primeira infância) 20    

Farinha de trigo, massas, crackers e produtos de 
panificação, cereais e produtos de cereais exceto 
trigo e incluindo cevada malteada 

 200  100 

Farelo de arroz  1000  600 
Milho de pipoca, canjiquinha, canjica, produtos e 
subprodutos à base de milho  300  150 

Trigo integral, farinha de trigo integral, farelo de 
trigo  400  200 

Milho em grão e trigo para posterior processamento   400  
Arroz integral    400 

 

 

MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, PECUÁRIA E ABASTECIMENTO – MAPA. 
Resolução - RDC Nº 7, de 18 de fevereiro de 2011. Disponível Online em: 
<http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis>. Acesso em: 20 jun. 2012. 
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Apêndice 1 - Análise química de solo realizada pelo Laboratório de Análises de Solos do Departamento de Solos / CCR / UFSM 

(Média das coletas realizadas) 
 

Rp (MPa)* Profundidade** pH 
cmolc/dm3 

Saturação 
de bases % MO % Argila P-Mehlich 

cmolc/dm3 

Ca Mg Al H+Al K CTC 
pH 7,0 

0,3 00-10 5,5 3,2 1,7 0,0 1,6 71 2,6 34 13,5 0,46 7,6 
10-20 5,5 2,8 1,4 0,2 2,8 67 2,0 34 3,0 0,12 6,5 

1,3 00-10 5,8 3,3 1,8 0,0 1,2 78 2,0 39 3,7 0,34 7,0 
10-20 5,5 3,0 1,8 0,0 1,1 75 1,7 36 3,7 0,25 6,7 

2,2 00-10 6,0 3,6 1,9 0,1 1,2 78 3,3 39 15,3 0,66 7,9 
10-20 5,5 2,7 1,4 0,2 2,8 68 1,8 46 1,5 0,26 6,4 

3,4 00-10 6,0 3,6 1,9 0,0 1,7 78 4,1 38 8,4 0,36 7,5 
10-20 5,8 3,5 2,0 0,0 2,0 77 2,1 47 2,2 0,14 7,3 

4,6 00-10 6,4 2,9 1,7 0,0 1,1 65 2,4 39 26,9 0,64 8,0 
10-20 6,9 3,2 1,9 0,0 2,0 77 1,4 34 4,5 0,41 7,2 

5,0 00-10 6,3 3,2 1,4 1,2 1,6 66 2,1 35 76,0 0,66 8,0 
10-20 6,9 3,0 1,8 3,1 1,1 63 1,4 34 1,5 0,18 7,9 

* Rp: Resistência à penetração (MPa); ** profundidade de coleta. 

 

 

 

 


