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Resumo: O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do fungo Trichoderma e do produto Compost 
Aid® in vitro e na sobrevivência dos fungos Macrophomina phaseolina e Sclerotium rolfsii no solo. Os 
tratamentos foram: Tricobiol® a base de T. harzianum, Triconemate® a base de T. longibrachiatum da Biofungi 
Controle Biológico®, Trichoderma viride (TR2); T. harzianum (T25); T. koningii (T15); T. polysporum (Sn11) e 
Compost Aid®. A avaliação do antagonismo foi determinada pela nota atribuída à porcentagem de crescimento 
dos isolados de Trichoderma spp. em relação aos fungos fitopatogênicos, bem como a porcentagem de 
inibição do crescimento dos patógenos em relação ao produto Compost Aid®. A sobrevivência de estruturas 
de resistência dos fungos fitopatogênicos foi avaliada aos 40 dias após a aplicação dos tratamentos, através 
do plaqueamento em meios de cultura sem- seletivo e BDA. No experimento in vitro, em todos os tratamentos 
com Trichoderma, a porcentagem de inibição foi superior a 50%, para ambos os fungos fitopatogênicos. Os 
produtos comerciais Tricobiol® e Triconemate® propiciaram as maiores porcentagens de inibição do fungo 
S. rolfsii (62,5%). O produto Compost Aid® inibiu 100% e 98,57% do crescimento dos fungos M. phaseolina 
e S. rolfsii, respectivamente. Os tratamentos na forma mix de Trichoderma e Tricobiol® tiveram a mediana 
de 100%, enquanto o Triconemate® obteve 96% de inibição do crescimento de microesclerócios de M. 
phaseolina recuperados do solo, porém, não inibiram a germinação dos esclerócios de S. rolfsii. O produto 
Compost Aid® propiciou a mediana de 100 e 0% do crescimento das estruturas de resistência dos fungos M. 
phaseolina e S. rolfsii, respectivamente.

Palavras-chave: Trichoderma. Compost Aid. Patógenos habitantes do solo.

Abstract: This aim of this study was to evaluate the effect in vitro of the fungus Trichoderma and of the product 
Compost Aid®, and on the survival of the fungi phaseolina Macrophomina and Sclerotium rolfsii in the soil. 
The treatments were Tricobiol® with a T. harzianum base, Triconemate® with a base of T. longibrachiatum from 
Biofungi Control Biológico®, Trichoderma viride (TR2); T. harzianum (T25); T. koningii (T15); T. Polysporum (SN11) 
and Compost Aid®. An evaluation of antagonism was determined from the score allotted to the percentage 
of growth of isolates of Trichoderma spp. in relation to the phyto-pathogenic fungi, as well as the percentage 
inhibition in pathogen growth in relation to the Compost Aid® product. The survival of resistance structures 
in the pathogenic fungi was evaluated 40 days after application of the treatments by plating onto a semi-
selective culture medium and BDA. For the experiment in vitro, all the treatments with Trichoderma produced 
a percentage inhibition greater than 50% for both phyto-pathogenic fungi. The commercial products Tricobiol® 
and Triconemate® gave the greatest percentage inhibition for the fungus S. rolfsii (62.5%). The Compost Aid® 
product gave 100% and 98.57% inhibition in the growth of the fungi M. phaseolin and S. rolfsii respectively. 
The treatments in the form of a mixture of Trichoderma and Tricobiol® had a median value of 100%, while 
Triconemate® resulted in a 96% inhibition in the growth of the microsclerotia of M. phaseolina recovered from 
the soil; however none of these treatments inhibited sclerotial germination in S. rolfsii. The product Compost 
Aid® resulted in a median of 100% and 0% growth in resistance structures for the M. phaseolina and S. rolfsii 
fungi respectively.

Key words: Trichoderma. Compost Aid. Soil-borne pathogens.
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INTRODUÇÃO

O controle de patógenos, especialmente os habitantes 
do solo, através de medidas alternativas e biológicas, pode 
amenizar os efeitos negativos dos agrotóxicos no ambiente, 
nos alimentos e na resistência dos patógenos (THAKKAR; 
SARAFI, 2015). Fungos fitopatogênicos habitantes do solo 
causam grandes perdas econômicas em várias culturas. 
Esses fungos podem produzir estruturas de resistência na 
ausência de seus hospedeiros e/ou de condições climáticas 
favoráveis que lhes garantem sobrevivência por muitos anos 
no solo (MICHEREFF et al., 2005). O controle químico 
para patógenos habitantes do solo muitas vezes pode ser 
ineficiente e antieconômico, além de causar contaminação 
do ambiente e a destruição da microflora não alvo (KUMAR 
et al., 2015).

O fungo Sclerotium rolfsii (Sacc.) é polífago e sua 
distribuição é mundial, infectando mais de 1800 espécies 
botânicas, podendo causar tombamento de mudas ou 
podridão no caule ou nas raízes das plantas hospedeiras 
(SMML, 2015). A partir de um micélio branco e cotonoso, 
produz esclerócios de 0,8 a 1,8 mm, dependendo das 
condições de temperatura e umidade, que é a sua estrutura 
principal de disseminação e sobrevivência (OKEREKE; 
WOKOCHA, 2007). Outro importante patógeno produtor 
de estrutura especializada de resistência é Macrophomina 
phaseolina (Tassi.). Goid, que forma microesclerócios 
e causa tombamento de mudas e podridões de raízes e 
caules em mais de 600 espécies cultivadas e não cultivadas 
(SMML, 2015), é favorecido principalmente pelo clima 
quente e seco ou situação de estresse de calor (RADWAN 
et al., 2014).

O controle biológico para esses fitopatógenos, com o 
emprego de microrganismos, pode representar uma prática 
segura e eficiente (DOLEY; JITE, 2012). Dentre os vários 
agentes de controle biológico, espécies de Trichoderma 
(teliomórfico: Hypocrea) têm sido amplamente investigadas 
e utilizadas devido a sua capacidade de controle de 
fitopatógenos (VINALE et al., 2008; DOLEY; JITE, 2012; 
GAJERA et al., 2012). Dentre as espécies, T. harzianum e 
T. asperellum são as mais estudadas, além de outras como 
T. koningii, T. viride, T. hamatum e T. pseudokoningii. 
As espécies desse gênero produzem enzimas líticas que 
causam degradação das paredes celulares dos fungos 
que hiperparasitam, sendo a produção dessas enzimas 
diretamente relacionada com a eficácia no processo de 
hiperparasitismo (KUMAR et al., 2012).

Produtos comerciais à base de agentes de biocontrole de 
doenças de plantas também estão sendo avaliados quanto à 
eficácia no controle de fitopatógenos de solo (BETTIOL, 
2012). O produto Compost Aid®, conforme informação do 
fabricante, é um inoculante resultante da mistura de enzimas 
e bactérias (Lactobacillus plantarum, Bacillus subtilis e 
Enterococcus faecium) especialmente selecionadas, que 

aceleram o processo de compostagem, de forma natural, 
convertendo materiais orgânicos em um composto com 
baixa relação C/N, auxiliando na diminuição da severidade 
de doenças, cujos patógenos sofram competição de 
microrganismos habitantes do solo (BELLOTTE, 2006). 

Diante dos efeitos nocivos às culturas hospedeiras e 
da dificuldade do controle dos fungos M. phaseolina e S. 
rolfsii, objetivou-se avaliar o antagonismo de isolados de 
Trichoderma, bem como o efeito do produto comercial 
Compost Aid® in vitro e na sobrevivência de esclerócios 
desses patógenos recuperados do solo. 

MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados no laboratório de 
Fitopatologia e em estufa agrícola do setor de Fitossanidade 
do Departamento de Ciências Vegetais, na Universidade 
Federal Rural do Semi-Árido, no período de setembro a 
outubro de 2013.

Os isolados dos fungos M. phaseolina e S. rolfsii foram 
obtidos de feijão-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) e 
amendoim (Arachis hypogaea L.), respectivamente, com 
sintomas de podridão de colo e raízes. Realizou-se teste 
para comprovar a patogenicidade dos fungos. 

Para o preparo do inóculo dos fungos utilizados no 
experimento in vitro e produção de esclerócios utilizados 
no experimento em casa de vegetação, os isolados de M. 
phaseolina, S. rolfsii e Trichoderma [(Tricobiol® a base de 
T. harzianum, Triconemate® a base de T. longibrachiatum da 
Biofungi Controle Biológico®, Trichoderma viride (TR2); 
T. harzianum (T25); T. koningii (T15); T. polysporum 
(Sn11)] foram repicados para placas de Petri, contendo 
meio de cultura BDA, e mantidos a 27±1 oC, no escuro, 
em estufa tipo B.O.D. durante 6 dias para proporcionar o 
crescimento fúngico e, posteriormente, serem utilizados 
nos experimentos.

O experimento in vitro foi montado com duas 
metodologias para avaliar o efeito da inibição dos fungos 
fitopatogênicos no teste de cultivo pareado e quanto ao 
produto Compost Aid® (aditivo para compostagem com 
ingredientes a base de celulase, amilase, Lactobacillus 
plantarum, Bacillus subtilis e Enterococcus faecium da 
Improcrop®). Primeiramente, o antagonismo dos isolados 
de Trichoderma spp. em relação aos fungos M. phaseolina e 
S. rolfsii foi verificado através do cultivo pareado, segundo 
metodologia de Dennis; Webster (1971). Os fungos foram 
repicados a partir de culturas puras (com 6 dias) para placas 
de Petri de 90 mm, contendo meio de cultura BDA, sendo 
em cada placa depositados, opostamente, dois discos de 7 
mm de diâmetro de meio de cultura contendo os fungos, 
posicionados a uma distância de 10 mm da borda, sendo 
um disco dos fungos fitopatogênicos e outro dos isolados 
antagonistas. 



 Revista Agro@mbiente On-line, v. 10, n. 1, p. 50 - 56, janeiro-março, 201652

S. R. C. Nascimento et al. (2016)

Figura 1 - Escala diagramática para avaliação do 
teste de culturas pareadas, de acordo com escala 
proposta por Bell et al. (1982), modificada.
Figure 1 - Diagrammatic scale for evaluation of the 
paired-culture test, as per a scale proposed by Bell 
et al. (1982), modified.

O delineamento experimental foi inteiramente 
casualizado, com 12 tratamentos e 5 repetições, sendo cada 
repetição representada por uma placa de Petri. As placas de 
Petri, contendo os fungos, foram mantidas em estufa tipo 
B.O.D. a temperatura de 28 ±1 oC, no escuro, durante 5 dias. 

O antagonismo dos isolados de Trichoderma spp. foi 
avaliado utilizando-se escala diagramática, para avaliação 
dos testes de cultura pareada, proposta por Bell et al. (1982), 
modificada (Figura 1). Considerou-se o isolado antagônico 
ou eficiente no antagonismo quando a nota foi maior ou 
igual a 3,0.

Os dados foram submetidos a análises de variância e as 
médias das notas foram comparadas pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. O programa estatístico utilizado foi 
o Assistat, versão 7.7 beta. 

Para avaliação da inibição dos fungos fitopatogênicos 
quanto ao produto Compost Aid®, esse foi incorporado em 
condições assépticas ao meio de cultura BDA autoclavado, 
após resfriado a temperatura de ± 50 oC, na proporção de 25 
g.L-1 de meio de cultura, e recebeu, após a solidificação, um 
disco de cada fungo fitopatogênico. As testemunhas foram 
representadas pelas placas contendo meio de cultura BDA, 
sem adição do produto Compost Aid® e repicadas com os 
discos de cada um dos fungos.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, 
com dois tratamentos, sendo um deles com e outro sem 
Compost Aid®,  e dois fungos com 5 repetições, sendo cada 
repetição representada por uma placa de Petri. 

As placas de Petri, contendo os fungos, foram mantidas 
em estufa tipo B.O.D. a temperatura de 28 ±1 oC, no 
escuro, durante 5 dias. Após esse período, foram realizadas 

as avaliações da porcentagem de inibição dos fungos 
fitopatogênicos pelo produto Compost Aid®, através da 
medição do crescimento micelial das colônias em dois eixos 
ortogonais, sendo posteriormente calculada a porcentagem 
de inibição do crescimento micelial (P.I.C.), expressa pela 
formula: P.I.C. = [(crescimento da testemunha – crescimento 
do tratamento) x 100] ÷ crescimento da testemunha. 

Os dados foram submetidos a análises de variância e as 
médias das notas foram comparadas pelo teste de Tukey a 
5% de probabilidade. O programa estatístico utilizado foi 
o Assistat, versão 7.7 beta. 

No experimento em casa de vegetação, os inóculos do 
fungo Trichoderma spp. foram produzidos em meio de 
cultura BDA, durante 5 dias, a 27 ±1 oC, no escuro, em estufa 
tipo B.O.D. Os microesclerócios de M. phaseolina foram 
obtidos em substrato areno-orgânico contido em frascos de 
1000 mL de capacidade, com 500 mL de substrato em cada 
frasco, previamente autoclavado três vezes, em intervalos 
de 24 h durante 1 h a 120 oC. O substrato consistiu-se de 
três partes de esterco de curral curtido, uma parte de areia 
lavada e 2% de aveia (V/P), onde foram adicionados 20 
mL de água destilada para cada 1000 mL de substrato. Em 
seguida, foram depositados, em cada frasco, 5 discos de 
BDA de 7 mm de diâmetro contendo micélio do fungo 
M. phaseolina, os quais foram retirados das bordas das 
colônias com 5 dias de crescimento em estufa tipo B.O.D., 
a 27 ± 1 oC, no escuro. Posteriormente, os frascos repicados 
com o fungo M. phaseolina foram mantidos em estufa tipo 
B.O.D., a 27 ± 1 oC, no escuro, durante 25 dias para o 
desenvolvimento dos microesclerócios do fungo. Para a 
produção de esclerócios de S. rolfsii, o fungo foi repicado 
para meio de cultura BDA, e as placas foram mantidas em 
estufa tipo B.O.D. a 27 ± 1 oC, no escuro, por 25 dias. 

Após esse período, o substrato contendo 
microesclerócios de M. phaseolina foi colocado em tecido 
sintético (náilon) em forma de bolsa, cerca de 10 mL do 
substrato por bolsa, e os esclerócios de S. rolfsii, cerca de 
400 esclerócios, também foram amarrados em forma de 
bolsas, sendo enterradas a profundidade de 10 cm, em vasos 
com capacidade de 3L, preenchidos por solo. Para facilitar 
a remoção e localização, as bolsas foram amarradas com 
linha náilon e receberam etiquetas que ficaram na superfície 
do solo. O solo utilizado é da classe (Latossolo Vermelho), 
textura arenosa, obtido de área não agricultada e coletado 
a 2 m de profundidade. Em seguida, foram colocados, em 
cada vaso, os tratamentos biológicos, correspondendo à 
suspensão de conídios (107 conídios.mL-1) de Tricobiol®, 
Triconemate®, Mix de Trichoderma (TR2, T25, T15 e Sn11) 
e 25 g de Compost Aid®, diluído em 1000 mL de água 
destilada. Foram distribuídos 200 mL de suspensão de cada 
tratamento por vaso, contendo as bolsas enterradas com o 
inóculo dos fungos fitopatogênicos em vasos separados (25 
vasos para cada fungo fitopatogênico). Cada tratamento 
teve 5 repetições, sendo cada repetição representada por 
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Tabela 1 - Antagonismo de isolados de T. harzianum 
(Tricobiol®), T. longibrachiatum (Ticonemate®), T. viride 
(TR2); T. harzianum (T25); T. koningii (T15), T. polysporum 
(Sn11) aos fungos M. phaseolina e S. rolfsii e porcentagem 
de inibição do crescimento micelial dos fungos M. 
phaseolina e S. rolfsii pelo produto biológico comercial 
Compost Aid® in vitro
Table 1 - Antagonism in isolates of T. harzianum 
(Tricobiol®), T. longibrachiatum (Ticonemate®), T. 
viride (TR2); T. harzianum (T25); T. koningii (T15), T. 
polysporum (SN11) to the fungi M. phaseolina and S. 
rolfsii, and the percentage inhibition in vitro of mycelial 
growth in the fungi M. phaseolina and S. rolfsii by the 
commercial biological product Compost Aid® 

Tratamentos
M. phaseolina S. rolfsii

Antagonismo**

Tricobiol® 4,4 a* 4,2 a

Triconemate® 4,4 a 4,2 a

TR2 4,2 a 3,6 ab

T25 4,6 a 3,8 ab

T15 4,4 a 3,0 b

Sn11 4,2 a 3,4 ab

CV% 11,83 12,09

Compost Aid® 
Porcentagem de inibição

100 98,57

Figura 2 - Antagonismo avaliado pelo teste de cultura 
pareada de isolados de T. harzianum (Tricobiol®), T. 
longibrachiatum (Triconemate®), T. viride (TR2); T. 
harzianum (T25); T. koningii (T15), T. polysporum (Sn11) 
aos fungos M. phaseolina e S. rolfsii e inibição de do 
crescimento micelial dos fungos M. phaseolina e S. rolfsii 
pelo produto biológico comercial Compost Aid® in vitro.
Figure 2 - Antagonism evaluated by the paired-
culture test in isolates of T. harzianum (Tricobiol®), 
T. longibrachiatum (Ticonemate®), T. viride (TR2); 
T. harzianum (T25); T. koningii (T15), T. polysporum 
(SN11) to the fungi M. phaseolina and S. rolfsii, and 
the inhibition in vitro of mycelial growth in the fungi M. 
phaseolina and S. rolfsii by the commercial biological 
product Compost Aid®.

um vaso. Os vasos testemunhas, com as bolsas de cada 
fungo, receberam 200 mL de água destilada por vaso. O 
delineamento experimental foi inteiramente casualizado. 

As bolsas enterradas no solo foram coletadas, após 40 
dias, e desinfestadas superficialmente com hipoclorito de 
sódio a 1,2%, durante um minuto, e submetidas a três lavagens 
sucessivas com água destilada esterilizada, para remoção do 
resíduo de hipoclorito de sódio. Com auxílio de uma pinça, 
10 porções de, aproximadamente, 0,6 g do substrato contido 
nas bolsas foram transferidas para placas de Petri, contendo 
os meios de cultura semi-seletivo para M. phaseolina, 
sendo: BDA com Rifampicina 100 mg.L mais fungicida 
propamocarb a 1 mL.L-1; (Previcur N® 72,2% p.a.), segundo 
Nascimento et al. (2014). Para a avaliação da sobrevivência 
dos esclerócios de S. rolfsii, foram transferidos 10 esclerócios 
contidos nas bolsas, previamente desinfestadas, para o meio 
de cultura BDA com 50 mg.L-1 de tetraciclina.

As placas de Petri, contendo o inóculo de ambos patógenos, 
foram mantidas em estufa tipo B.O.D., no escuro, a 28 ± 1 oC, 

por 6 dias, para proporcionar a germinação dos microesclerócios 
de M. phaseolina  e esclerócios S. rolfsii plaqueados.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado 
com 5 repetições, sendo cada repetição representada por 
uma placa de Petri (2 fungos fitopatogênicos e 5 tratamentos 
incluindo testemunha), sendo que, de cada tratamento, foram 
repicados 5 bolsas, totalizando 125 placas para cada fungo. A 
avaliação foi realizada por meio das médias das porcentagens 
de inibição da germinação dos esclerócios dos fungos.

Os dados foram analisados pelo teste não paramétrico 
de Kruskal-Wallis ao nível de 5% de probabilidade através 
do programa PAST version 2.17b (HAMMER et al., 2001).

RESULTADOS 

O experimento in vitro mostrou antagonismo de todos 
os isolados de Trichoderma frente aos fitopatógenos, M. 
phaseolina e S. rolfsii, obtendo-se porcentagem de inibição 
acima de 50%, nota igual ou maior a 3,0 (Tabela 1; Figura 
2). Não houve diferença estatística entre os tratamentos 

* Médias seguidas das mesmas letras nas colunas não diferem 
estatisticamente entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo 
teste de Tukey.

**Média de notas de 1 a 5. 

*Mean values followed by the same letter in a column do not differ 
statistically at 5% probability by Tukey’s test.

**Mean values for the scores from 1 to 5.
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Figura 3 - Box plot mostrando a inibição do crescimento 
das estruturas de resistência dos fungos M. phaseolina 
(Mp) e S. rolfsii (Sr.) recuperados do solo, submetido aos 
tratamentos com Tricobiol® (TB), Triconemate® (TN), mix 
de Trichoderma (Mix) e Compost Aid® (C). 
*Medianas seguidas de mesmas letras não diferem entre 
si pelo teste de Kruskal-Wallis.
Figure 3 - Box plot showing growth inhibition in 
resistance structures of the M. phaseolina (Mp) and 
S. rolfsii (Sr.) fungi, recovered from soil subjected to 
treatments with Tricobiol® (TB) Triconemate® (TN), and 
a mixture of Trichoderma (Mix) and Compost Aid® (C ).
*Median values followed by the same letters do not 
differ by Kruskal-Wallis test.

Figura 4 - Inibição do crescimento das estruturas 
de resistência dos fungos M. phaseolina e S. rolfsii 
recuperados do solo, submetido aos tratamentos com 
Tricobiol® e Triconemate®, mix de Trichoderma e Compost 
Aid®.
Figure 4 - Growth inhibition in resistance structures 
of the M. phaseolina and S. rolfsii fungi recovered 
from soil subjected to treatments with Tricobiol® and 
Triconemate®, and a mixture of Trichoderma and 
Compost Aid®.

com Trichoderma em relação ao fungo M. phaseolina. 
Os produtos comerciais Tricobiol® e Triconemate® 
proporcionaram as maiores notas (4,2) de antagonismo para 
o fungo S. rolfsii, não diferindo entre si e dos tratamentos 
TR2 (T. viride), T25 (T. harzianum) e Sn11. 

Sn 11 (T. polysporum) com as notas 3,6; 3,8 e 3,4 
respectivamente. T. koningii (T15) proporcionou a menor nota 
(3,0) de antagonismo do fungo S. rolfsii, porém não diferiu 
estatisticamente dos tratamentos TR2, T25 e Sn11 (Tabela 
1). O produto Compost Aid® inibiu 100% do crescimento 
do fungo M. phaseolina e 98,57% do S. rolfsii (Tabela 1). 

No experimento de inibição do crescimento das 
estruturas de resistência, os tratamentos com Trichoderma, 
tanto na forma de mistura de isolados (mix) como na 
forma comercial Tricobiol®, a mediana de inibição foi de 
100%, e para o Triconemate®, a mediana foi de 96% não 
diferindo estatisticamente entre si quanto à inibição do 
fungo M. phaseolina. Porém, esses produtos não inibiram a 
germinação dos esclerócios de S. rolfsii. O produto Compost 
Aid® propiciou a mediana de 100 e 0% do crescimento 
das estruturas de resistência dos fungos M. phaseolina e S. 
rolfsii, respectivamente (Figuras 3 e 4).

DISCUSSÃO

Testes de antagonismo in vitro são importantes no 
processo de seleção de isolados para biocontrole, pois 
fornecem informações sobre a eficiência e a variabilidade 
dos isolados quanto à capacidade de colonização das 
estruturas do patógeno e o potencial de hiperparasitismo 
e competição por espaço e nutrientes, bem como a 
suscetibilidade de patógenos aos respectivos agentes, 
em condições controladas. Esses testes também foram 
utilizados por outros autores para selecionarem os isolados 
mais eficientes e, posteriormente, utilizá-los em estudos in 
vivo no controle biológico (AULER et al., 2013). O efeito 
antagônico in vitro de várias espécies de Trichoderma foi 
também verificado por outros autores quanto aos fungos 
S. rolfsii (BOSAH et al., 2010; AULER et al., 2013) e M. 
phaseolina (GAJERA et al., 2012), obtendo resultados tão 
promissores quanto os do presente estudo. 

O produto Compost-Aid® compreende uma mistura de 
bactérias com alta atividade decompositora, contribuindo 
com a redução da severidade de doenças cujo inóculo 
pode sobreviver no solo, conforme verificado por Bellotte 
(2006), que comprovou que a decomposição mais acelerada 
das folhas de citros diminuiu a doença provocada por 
Guignardia citricarpa. Os resultados no presente estudo 
comprovaram, também, haver efeito direto desse produto 
sobre os esclerócios dos fungos fitopatogênicos avaliados, 
fato ainda não comprovado por outros trabalhos. 
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