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Efeito de compostos orgânicos voláteis de Trichoderma 
spp. no crescimento de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) 
de Bary 

Lincon Rafael da Silva1

Sueli Corrêa Marques de Mello2

Irene Martins3

Maria Cléria Valadares-Inglis4

Resumo – Fungos do gênero Trichoderma apresentam potencial relevante 
para o controle de doenças de plantas devido aos seus diversos mecanismos 
de ação, como a produção de compostos orgânicos voláteis (COVs). 
O fungo fitopatogênico Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary causa a 
doença denominada mofo-branco, podridão-de-esclerotinia ou murcha-de-
esclerotinia, em diversas espécies vegetais. O objetivo deste trabalho foi avaliar 
os efeitos de COVs produzidos por diferentes linhagens de Trichoderma no 
crescimento e na morfologia do micélio de S. sclerotiorum. Os ensaios foram 
realizados em laboratório por meio de testes de placa invertida com avaliação 
da inibição do crescimento micelial e análises microscópicas das hifas de 
S. sclerotiorum. Os melhores resultados foram obtidos a partir da linhagem 
de Trichoderma sp. CEN 1241, com até 35% de inibição do crescimento 
micelial de S. sclerotiorum. Todas as linhagens de Trichoderma testadas 
diminuíram a espessura do micélio do patógeno. A diversidade de espécies 
de Trichoderma e de COVs produzidos por linhagens desse fungo podem 
possibilitar o desenvolvimento de estratégias de uso de tais compostos no 
controle de doenças de plantas.

Termos para indexação: Trichoderma, fungos, mofo-branco, Sclerotinia 
sclerotiorum, compostos orgânicos voláteis.
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2	 Engenheira agrônoma, doutora, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3	 Bióloga, mestre, analista da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

4	 Bióloga, PhD, pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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Effect of volatile organic compounds of Trichoderma spp. on the growth 
of Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) Bary

Abstract – Fungi of the genus Trichoderma have significant potential for the 
control of plant diseases due to their several mechanisms of action, including 
the production of volatile organic compounds (VOCs). The plant disease 
caused by Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary is known as white-mold, 
sclerotinia rot or sclerotinia wilt. The objective of this work was to evaluate 
the effect of VOCs from Trichoderma spp. strains on the in vitro growth 
and morphology of S. sclerotiorum. Inhibition assays were performed using 
inverted plates tests with subsequent evaluation and microscopical analysis 
of S. sclerotiorum hyphal morphology. The best results were obtained with 
Trichoderma sp. CEN 1241, with up to 35% inhibition of S. sclerotiorum 
mycelium growth. All tested Trichoderma strains decreased the mycelial 
thickness of the pathogen. The diversity of Trichoderma species and VOCs 
produced by these fungi may allow the development of strategies for the use 
of these compounds in the control of plant diseases. 

Index terms: Trichoderma, fungi, white-mold, Sclerotinia sclerotiorum, volatile 
organic compounds. 

Introdução
	 Vários microrganismos habitam solos rizosféricos e/ou colonizam raí-
zes de plantas, beneficiando-as nos aspectos nutricional e sanitário (Doley 
et al., 2017), quer solubilizando e disponibilizando nutrientes minerais, ou 
impedindo, por diversos mecanismos de ação, o estabelecimento e infecção 
da planta pelos patógenos (Benítez et al., 2004). 

	 Fungos do gênero Trichoderma apresentam grande potencial para o 
controle de fitopatógenos e para a promoção de crescimento das plantas, de-
vido aos seus diversos mecanismos de ação (Zeng et al., 2012; Carvalho et al., 
2015; Wedajo, 2015; Srivastava et al., 2016; Haddad et al., 2017). De acordo 
com Mycobank (2018a), o fungo Trichoderma pertence ao Reino Fungi; Filo 
Ascomycota; Ordem Hypocreales; Família Hypocreaceae; Gêneros Hypocrea 
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(fase teleomórfica ou sexual) e Trichoderma (fase anamórfica ou assexual). 	
Diversos estudos têm procurado elucidar a capacidade dos compostos or-
gânicos voláteis (COVs) de Trichoderma spp. no controle de fitopatógenos e 
no crescimento de plantas (Lee et al., 2016; Jalali et al., 2017; Nieto-Jacobo 
et al., 2017). Por exemplo, ácido acético, dimetil dissulfeto, 6-pentil-α-pirona, 
dibenzofurano, ácido acético, metanotiol e outros compostos das classes das 
cetonas, dos policetídeos e dos terpenóides são mencionados como inibido-
res de crescimento micelial de fungos fitopatogênicos (Castillo et al., 2011; 
Chen et al., 2016; Zeilinger et al., 2016). Devido à capacidade de permear os 
poros do solo, os COVs produzidos por Trichoderma spp. podem contribuir 
para o controle de fitopatógenos presentes no solo (Druzhinina et al., 2011; 
Chen et al., 2016; Jalali et al., 2017). 

	 O fungo de solo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, pertence ao 
Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Leotiomycetes, Ordem Helotiales, 
Família Sclerotinaceae e ao Gênero Sclerotinia (Mycobank, 2018b). Esse 
fungo pode infectar mais de 400 espécies de plantas, entre as quais, diver-
sas de grande interesse econômico como alface, algodão, soja, feijão, alfafa, 
canola, morango, girassol, cenoura, batata e tomate (Derbyshire et al., 2017). 
A doença causada por S. sclerotiorum é conhecida como mofo-branco, po-
dridão-de-esclerotinia ou murcha-de-esclerotinia. As epidemias causadas por 
este patógeno são desencadeadas por temperaturas amenas (10-20ºC) e 
alta umidade (Agrios, 2005; Krause-Sakate et al., 2016). 

	 Sclerotinia sclerotiorum pode produzir estruturas de sobrevivência 
por aglomeração de hifas com alto teor de melanina, geralmente arredon-
dadas ou alongadas com tamanho aproximado de 2-20 x 2-30 mm, deno-
minadas escleródios. Dessa forma, o fungo pode permanecer viável no solo 
em condições adversas por até 10 anos (Krause-Sakate et al., 2016; Choi et 
al., 2017). Entre as medidas mais recomendadas para controle da doença, 
citam-se rotação de culturas com espécies não hospedeiras, uso do sistema 
de plantio direto, tratamento de sementes, fungicidas químicos e agentes de 
controle biológico (Peltier et al., 2012). 

	  Identificação de agentes de biocontrole, com potencial para suprimir 
a doença e o desenvolvimento do patógeno em questão, pode contribuir para 
o controle do mofo-branco. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos 
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COVs de seis linhagens de Trichoderma spp. no crescimento e na morfologia 
de micélio de S. sclerotiorum.

Material e Métodos
	 Linhagens utilizadas e manutenção das culturas

	 Foram utilizadas linhagens de fungos da Coleção de Agentes de 
Controle Biológico de Fitopatógenos e Plantas Daninhas da Embrapa 
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Tabela 1), mantidas em nitrogênio lí-
quido. As culturas foram reativadas em meio de Batata-Dextrose-Ágar (BDA), 
em seguida, cultivadas em tubos de ensaio com tampa de rosca, contendo 20 
mL do mesmo meio e armazenadas em refrigerador a 6ºC, para serem utiliza-
das oportunamente. Para cada experimento, amostras provenientes desses 
tubos de ensaio foram cultivadas por cinco dias em placas de Petri (90x15 
mm), contendo 20 mL de meio BDA.

Tabela 1. Linhagens utilizadas nos experimentos de inibição do crescimento 
micelial.

	 Inibição in vitro do crescimento micelial de S. sclerotiorum ex-
posto aos compostos orgânicos voláteis de Trichoderma spp.

	 Amostras das linhagens de Trichoderma foram retiradas das culturas 
estoque e cultivadas por cinco dias em placas de Petri (90x15 mm), conten-

Código na 

coleção da 

Embrapa                         Linhagem                 Local de Origem                       Solo/Cultivo

CEN1386 T. koningiopsis Curitibanos/SC Alho

CEN1389 Trichoderma sp. Curitibanos/SC Alho

CEN1397 T. asperelloides Rio Paranaíba/MG Alho

CEN1399 T. longibrachiatum São Marcos/RS Alho

CEN1416 T. lentiforme São José do Rio Pardo/SP Cebola

CEN1241 Trichoderma sp. Brasília/DF Milho

CEN1147 S. sclerotiorum Formosa/GO Feijão
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do 20 mL de meio BDA, para montagem dos testes de inibição por COVs. 
Nestes, foram usadas bases de placas de Petri (150x25 mm), contendo 60 
mL de BDA solidificado, que receberam, ao centro, um disco de ágar (5 mm 
de diâmetro), com micélio retirados das culturas de Trichoderma. Do mesmo 
modo, bases de placas de tamanho correspondente receberam discos com 
micélio do patógeno. As bases contendo antagonista e patógeno foram so-
brepostas duas a duas. A distância entre as culturas foi de aproximadamente 
28,6 mm. O conjunto foi selado com parafilme e envolvido com filme plástico 
transparente, de forma que as bases contendo o patógeno ficassem na posi-
ção superior (Dennis & Webster, 1971). O tratamento controle foi representa-
do por fundos de placas também com S. sclerotiorum, mas sem o antagonista 
na parte inferior. As culturas assim preparadas foram incubadas a 25ºC e 
fotoperíodo (12h). Diariamente, tomaram-se medidas do diâmetro das colô-
nias com paquímetro digital (Digimess), até a total colonização do meio BDA 
nos tratamentos controle.  Os valores médios de diâmetro das colônias foram 
calculados com o uso da fórmula: I= (C – T)/C x 100, onde I representa a por-
centagem de inibição, C os valores do tratamento controle e T os valores dos 
tratamentos com a presença do antagonista, em milímetros. Cada tratamento 
foi realizado em triplicata, sendo os experimentos conduzidos nas mesmas 
condições e em dias diferentes.

	 Espessura de hifas de S. sclerotiorum após exposição aos com-
postos orgânicos voláteis de Trichoderma spp.

	 Amostras do micélio de S. sclerotiorum, exposto e não exposto aos 
COVs de Trichoderma spp., foram examinadas ao microscópio (Nikon Eclipse 
Ci, Japão), em corante lactofenol azul-algodão, sob aumento 60x. As medidas 
de largura das hifas foram tomadas e seus valores calculados com o auxílio 
do software de análise de imagens NIS-Element BR 4.30.01. Obtiveram-se 
180 medidas para cada tratamento e as imagens foram registradas no mes-
mo equipamento.

	 Análises estatísticas 

	 Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância, e as mé-
dias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com o 
auxílio do software Sisvar 5.6 (Ferreira, 2011). 
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Resultados e Discussão
	 Nos três ensaios conduzidos, o controle alcançou toda a superfície 
do meio BDA após quatro dias de cultivo. Nos tratamentos com exposição 
aos COVs foi observada diferença no crescimento micelial do patógeno em 
comparação ao controle. 

	 Durante os três experimentos realizados, a linhagem CEN1241 
foi a única que permaneceu no melhor agrupamento estatístico, com por-
centagens inibitórias de 28,0, 35,8 e 35,2%, respectivamente (Tabela 2). 
Entretanto, no experimento 1, as linhagens CEN1399 e CEN1416 também 
se agruparam com maior porcentagem de inibição do crescimento micelial 
de S. sclerotiorum, com porcentagens de 31,0 e 24,3%, respectivamente. Já 
no experimento 2, a linhagem CEN1399 com 31,4% de inibição, agrupou-se 
com a linhagem CEN1241. A linhagem CEN1386 foi a que mostrou o pior 
desempenho durante os três experimentos, com 15,7%, 17,7% e 17,0% de 
inibição do crescimento micelial do patógeno, no primeiro, segundo e terceiro 
ensaios, respectivamente.  

Tabela 2. Inibição do crescimento micelial de S. sclerotiorum CEN1147 por 
compostos orgânicos voláteis de Trichoderma spp. em placa de Petri.

(1)  Valores seguidos pela mesma letra nas colunas não diferem entre si, segundo o teste de 

Scott-Knott (P≤0,05).(2) Coeficiente de Variação.

                                                                        Inibição Micelial (%)1

Linhagem                     Experimento 1	            Experimento 2	     Experimento 3

CEN1399 31,0±1,79a 31,4±1,89a 22,7±0,91b

CEN1241 28,0±1,74a 35,8±1,84a 35,2±2,18a

CEN1416 24,3±3,88a 18,0±3,10c 17,1±0,86c

CEN1397 21,0±4,75b 26,4±2,56b 22,1±0,37b

CEN1389 18,7±3,24c 12,8±1,56c 20,6±1,23b

CEN1386 15,0±1,06c 17,7±5,55c 17,0±1,39c

Média Geral                      23,0                                 23,7                                   22,5

C.V. (%)2	                         13,12	                12,19	                           5,66
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	 Além da redução do crescimento micelial de S. sclerotiorum quando 
exposto aos COVs, detectou-se também menor abundância de micélio aéreo 
nas colônias, como se observa na Figura 1.

Figura 1: Colônias de Sclerotinia sclerotiorum CEN1147 após exposição aos compostos orgâni-
cos voláteis de Trichoderma spp. A: CEN1386; B: CEN1389; C: CEN1397; D: CEN1241; E: 1399; 
F: CEN1416; G: Controle. 

  	 Análises microscópicas das amostras de micélio do patógeno sub-
metidas aos COVs das linhagens de Trichoderma mostraram diferenças na 
largura das hifas de S. sclerotiorum, quando comparadas ao micélio não ex-
posto (Figura 2).

Figura 2: Hifas de Sclerotinia sclerotiorum após exposição aos compostos orgânicos voláteis 
das linhagens de Trichoderma spp. A: CEN1386; B: CEN1389; C: CEN1397; D: CEN1241; E: 
1399; F: CEN1416; G: Controle. As barras micrométricas correspondem a 50 µm.
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	 De acordo com as análises estatísticas, a linhagem de S. sclerotiorum, 
quando não exposta aos COVs, apresentou maior largura de hifas, com o 
valor médio de 9,63 µm (Tabela 3). Nos tratamentos onde S. sclerotiorum 
foi exposto aos COVs de Trichoderma spp., esses valores médios das 
medidas de largura das hifas variaram entre 6,31 e 6,98 µm, o que representa 
aproximadamente 31% de redução em relação às hifas do patógeno sem 
exposição aos COVs.   

Tabela 3. Valores médios de largura de hifas de S. sclerotiorum após exposi-
ção aos compostos orgânicos voláteis de Trichoderma spp. em placa de Petri.

                         Linhagem                             Largura de hifas (µm)1 

		  Controle			   9,63±1,12a

		  CEN1241			   6,98±0,67b

		  CEN1397			   6,83±0,43b

		  CEN1399			   6,56±0,44b

		  CEN1389			   6,56±0,45b

		  CEN1416			   6,49±0,28b

		  CEN1386			   6,31±0,47b

		  Média Geral			        7,05

		  C.V. (%)2			        8,45

(1) Valores seguidos da mesma letra na coluna não diferem, segundo o teste de Scott-Knott 

(P≤0,05). (2) Coeficiente de Variação.

	 As porcentagens de inibição do crescimento micelial do patógeno, 
através de COVs de Trichoderma spp. obtidas neste estudo, estão próximas 
às verificadas em estudos conduzidos por Amin et al. (2010), que alcançaram 
médias de inibição entre 26,3 e 40,7%, com o emprego de seis isolados de 
diferentes espécies de Trichoderma. Castillo et al. (2011) obtiveram médias 
de inibição variando de 0 a 28,0%, em experimentos com 41 isolados de 
Trichoderma. Resultados mais recentes obtidos por Mesquita et al. (2017), 
utilizando COVs de 13 isolados de Trichoderma, demonstraram que esses 
compostos produziram efeito inibitório de 13,0 a 40,0% do crescimento mice-
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lial de S. sclerotiorum. Já Lopes et al. (2012), utilizando a mesma metodologia 
de placas invertidas, relataram valores de até 60% de inibição do crescimento 
micelial de S. sclerotiorum pela ação de COVs de T. harzianum.  

	 Em geral, a inibição do crescimento micelial de S. sclerotiorum por 
COVs de diferentes linhagens de Trichoderma sp., nesse estudo, foi hete-
rogênea. Isso pode estar relacionado à diversidade de COVs produzidos 
por diferentes espécies do fungo, conforme relatado por Dennis & Webster 
(1971). A produção diversificada dos COVs pode, ainda, estar relacionada a 
um estágio limitado do ciclo celular ou um estágio específico de diferenciação 
morfológica, conferindo ao Trichoderma melhor sobrevivência competitiva 
(Zeilinger et al., 2016). Essa diversidade na produção de COVs foi demons-
trada por Chen et al. (2016), ao identificarem 22 diferentes COVs de T. gamsii 
com potencial de atividade antagônica contra fungos de solo da planta Panax 
notoginseng. 

	 Cooney & Lauren (1998) relatam que a produção de COVs de 
Trichoderma spp. pode ser específica para cada tipo de patógeno a ser an-
tagonizado. Esses autores mostraram níveis mais elevados de 6-pentil-α-
-pirona (6PAP) produzido por T. harzianum antagonizando Botrytis cinerea 
e, em menor quantidade, quando em confronto com Fusarium culmorum e 
Rhizoctonia solani. Bomfim et al. (2010), sugerem que além da redução e/ou 
paralisação do crescimento micelial, os COVs de Trichoderma spp. podem 
também afetar a esporulação e a germinação de esporos e, ainda, ocasionar 
a distorção das hifas do patógeno. 

	 Quanto à espessura de hifas de S. sclerotiorum, os dados obtidos 
das amostras dos tratamentos controle estão em conformidade com Sharma 
et al. (2015). Esses autores relatam que a largura média das hifas desse 
fungo estão entre 9 e 18 µm em condições normais de crescimento, ou seja, 
sem a presença de um antagonista. Com essa comparação pode-se inferir 
que, neste estudo, todas as linhagens de Trichoderma apresentaram efeito 
de redução na espessura das hifas de S. sclerotiorum, apesar de algumas 
das linhagens terem apresentado diferentes níveis de inibição de crescimen-
to da colônia, conforme pode ser observado nas Tabelas 2 e 3. Alterações 
nas hifas de S. sclerotiorum foram também relatadas com COVs de bacté-
rias por Giorgio et al. (2015). Esses autores mostraram que S. sclerotiorum 
exposta aos COVs de seis diferentes rizobactérias exibiram hifas mais finas 
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em comparação ao tratamento controle, além de alterações citológicas em 
diversas organelas. A diversidade de espécies de Trichoderma e a diversida-
de de COVs produzidos por linhagens desse fungo podem permitir o desen-
volvimento de estratégias de uso de tais compostos em diferentes processos 
biotecnológicos, tanto aplicados ao controle de pragas agrícolas quanto em 
outras áreas da agroindústria.

Conclusão
	 Todas as linhagens de Trichoderma estudadas são capazes de inibir 
o crescimento micelial de S. sclerotiorum  pela produção de COVs. Os COVs 
produzidos por todas as linhagens estudadas apresentam efeito na morfologia 
das hifas de S. sclerotiorum. A linhagem CEN1241 se destaca por produzir 
COVs que causam maior redução de crescimento da colônia, tendo também 
efeito de redução na espessura das hifas. Estes resultados sugerem que a 
linhagem CEN1241, após ser avaliada em ensaios de casa de vegetação e 
campo, poderá ser usada no desenvolvimento de biofungicida  para controle 
deste patógeno. 
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