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EXTRATO

SANTOS, Lívia Silva, M. Sc. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Agosto 
de 2005. Interação antagônica Trichoderma stromaticum - Crinipellis 
perniciosa: efeito do clima no biocontrole da vassoura de bruxa do cacaueiro e 
desenvolvimento de marcadores microssatélites. Orientador: Leandro Lopes 
Loguercio. Co-orientador: Nicolas Carels. Colaboradores: Alan W. Vilela Pomella e 
Jorge Teodoro de Souza.

Trichoderma stromaticum, utilizando o micoparasitismo como seu principal 

mecanismo de ação, tem sido usado no controle biológico do principal fitopatógeno 

do cacaueiro (Thebroma cacao L.), o fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, 

agente causal da vassoura-de-bruxa. Através de dados morfológicos e moleculares, 

demonstrou-se que T. stromaticum apresenta isolados com alta variedade de 

atividade micoparasita. Estas variações intraespecíficas devem-se às diferentes 

respostas aos fatores ambientais e as variações genéticas em tais isolados podem ser 

a fonte primária para esta capacidade de responder diversificadamente. Neste 

trabalho, através do registro contínuo de diversos parâmetros meteorológicos por 

uma estação climatológica automática, durante experimentos de biocontrole, 

constatou-se que o efeito microclimático sobre a biologia do T. stromaticum pode 

estar relacionado a curtos períodos com padrões de variação específica e 

coordenada destes parâmetros, antecedendo os momentos de esporulação de T. 

stromaticum, indicador do resultado final de biocontrole de C. perniciosa. A 

importância da umidade e temperatura, interferência da radiação solar e precipitação 

na interação antagônica Ts-Cp, bem como efeitos específicos dos isolados e da 
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altura foram demonstrados. Além disso, uma caracterização parcial da variabilidade 

genética deste antagonista foi inferida através de marcadores moleculares do tipo 

Microssatélites (SSR), com o desenvolvimento inicial de 11 loci SSR para 10 

isolados de T. stromaticum e tendo sido detectado polimorfismo em pelo menos um 

locus. O desenvolvimento de mais marcadores microssatélites será útil em estudos 

de populações de T. stromaticum e monitoramento de isolados mais eficientes 

aplicados a campo.
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ABSTRACT

SANTOS, Lívia Silva, M. Sc. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, August 
2005. Antagonistic interaction Trichoderma stromaticum - Crinipellis 
perniciosa: climate effects in the biocontrol of cacao witches’ broom and 
development of microssatelite markers. Advisor: Leandro Lopes Loguercio. Co-
advisor: Nicolas Carels. Colaborators: Alan W. Vilela Pomella and Jorge Teodoro 
de Souza.

Trichoderma stromaticum, using the mycoparasitism as its major mode of 

action, has been applied in the biological control of the major phytopathogen of 

cacao (Thebroma cacao L.), the fungus Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer, the 

causal agent of the witches’ broom. Based upon morphological and molecular data, 

it was demonstrated that T. stromaticum isolates show a great plasticity in their 

mycoparasitic action. These intraspecific variation is due to differential responses to 

environmental cues and the genetic variation among isolates may serve as the 

primary source of such capacity to respond in diverse ways. In this work, biocontrol 

experiments, set around an automated weather station adjusted to continuously 

evaluate various meteorological parameters, indicated that the microclimatic effects 

over the T. stromaticum biology may be chiefly related to short intervals of specific 

and coordinated patterns of variations in the weather factors that precedes the 

moments of T. stromaticum sporulation, a direct indicator of the final C. perniciosa-

biocontrol outcome. The relevance of humidity and temperature, the important 

interference of the solar radiation and rainfall, as well as height- and isolate-specific 

effects were observed. In addition, a partial characterization of the genetic 

variability of this antagonist was studied through of Microssatelite (SSR) molecular 
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markers, with the initial development of 11 SSR loci for 10 T. stromaticum isolates. 

From this analysis, it was possible to identify polimorphisms in at least one locus. 

Further development of more SSR markers will be useful in populational studies of 

T. stromaticum, as well as in procedures to monitoring more efficient isolates 

applied in the field.



1

1. INTRODUÇÃO

O fruto do cacaueiro (Theobroma cacao L.) contém uma polpa mucilaginosa 

que juntamente com sua a semente, constitui a parte econômica do cultivo -

indústria de polpa, chocolate e cosméticos. Esta cultura é prejudicada por diversas 

pragas e doenças, sendo a vassoura de bruxa, causada pelo fungo fitopatógeno 

Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer a mais séria enfermidade do cacaueiro, a qual 

trouxe prejuízos econômicos em grande escala para a região produtora do Sul da 

Bahia.

Natural da Região Amazônica, essa doença ocorre em países da América do 

Sul e Ilhas do Caribe e teve o seu primeiro relato na região sul-baiana em 1989. As 

perdas, numa perspectiva mais dramática, já chegaram a 70-90%, causando danos 

sócio-econômicos e ambientais bastante acentuados.

O uso de agrotóxicos no controle desta doença pode causar contaminação e 

efeitos danosos a outros organismos. Assim, os altos custos ambientais e 

econômicos derivados do uso destes produtos resultou num esforço para o 

desenvolvimento de estratégias de controle integrado, associando diferentes 

métodos que incluem o controle químico, poda fitossanitária e o uso de cultivares 

resistentes. Mais recentemente, tem-se utilizado, em adição aos outros já citados, o 

método do Controle Biológico (CB) cujo objetivo primordial é a diminuição da 

quantidade de propágulos e indivíduos infectantes (patogênicos) por área, pela 

aplicação de outros organismos antagonistas. O CB é descrito como altamente 
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benéfico ao apresentar várias vantagens, tais como um impacto ambiental menor e 

maior segurança ao homem, além de sistemas de produção menos poluentes e 

maior seletividade do alvo a ser controlado.

O gênero Trichoderma, que produz enzimas hidrolíticas, antibióticos ou 

agentes inibidores do crescimento de fitopatógenos em sua atividade antagonista, 

possui um alto grau de adaptabilidade ecológica. Na região cacaueira, o CB está em 

fase de experimentação com a utilização da espécie Trichoderma stromaticum que 

apresenta a sua alta capacidade recombinatória como responsável pela geração de 

indivíduos segregantes com eficácia variável. Tem sido demonstrado que alguns 

isolados do gênero Trichoderma podem não ser hábeis a campo quando uma faixa 

termal ou de umidade favorece o patógeno, deixando claro que o conhecimento 

destes dados, aliados a dados de outros parâmetros ambientais, constituem-se em 

necessidades relevantes para o sucesso do CB. 

Este trabalho objetivou trazer informações que reflitam os possíveis 

requerimentos ambientais favoráveis à atividade antagônica de diversos isolados de 

Trichoderma stromaticum frente ao Crinipellis perniciosa. Além disso, com a 

utilização de marcadores moleculares microssatélites, procurou-se fornecer algumas 

elucidações a respeito da diversidade intra-específica presente nesta espécie que 

pode estar relacionada com a alta diversidade de respostas antagônica por diferentes 

isolados. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1. Theobroma cacao L (cacaueiro)

Theobroma cacao L (cacaueiro) é uma espécie vegetal originalmente

pertencente à família Sterculiaceae (ALVES, 2002), tendo sido recentemente 

proposta sua reclassificação para a família Malvaceae. Esta espécie árborea foi 

considerada uma planta sagrada pelos Maias e Astecas, povos habitantes do pré-

colombiano da América Central, sendo que suas amêndoas eram usadas no preparo 

da bebida “chocahualt” após infusão (BOWERS et al., 2001). A primeira citação 

botânica desta espécie foi feita por Charles de L'Êcluse que o denominou de Cacao 

fructus. Em 1737, Linneaus classificou-o como pertencente ao gênero Theobroma,

chamando-a de Theobroma fructus. Entretanto, este binômio foi parcialmente 

alterado, onde somente o segundo nome foi modificado ficando Theobroma cacao L 

que é a denominação atualmente utilizada pelos botânicos.

As proximidades dos rios Amazonas e Orinoco, na região da Floresta 

Amazônica, constituem-se no centro de origem do cacau brasileiro. Da região 

amazônica, o cacaueiro dispersou para diversas regiões de clima tropical. Na região 

sul do Estado da Bahia, o primeiro pé de cacau foi plantando no município de 

Canavieiras, em 1746, na fazenda ‘Cubículo’. Posteriormente, a cultura expandiu-se 

para o Município de Ilhéus, ainda em meados do século XVIII. 

Diversas aplicações do cacaueiro justificam a sua importância no cenário 

mundial. As amêndoas têm sua polpa atualmente processada pelas indústrias de 
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sucos, sorvetes e bebidas alcoólicas. As sementes, utilizadas na indústria do 

chocolate, tiveram ampliada sua aplicabilidade com a indústria de cosméticos, onde 

a extração da gordura vegetal (‘manteiga de cacau’) serve de base para a elaboração 

destes produtos. 

2.2. A doença ‘vassoura-de-bruxa’ e seus métodos de controle

O cacaueiro normalmente é acometido por diversas pragas. A mais 

devastadora doença do cacaueiro atualmente é a ‘vassoura-de-bruxa’, incitada pelo 

fungo basidiomiceto hemibiotrófico Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer 

(BOWERS, et al., 2001; DIAS, 2001), sendo considerado um fator limitante ao 

cultivo na região Amazônica e no sul da Bahia.

As primeiras malformações causadas pelo C. perniciosa foram observadas em 

1785, sendo dada a denominação de “lagartão” (GRIFFITH et al., 1994). Went, em 

1904, apresenta um novo relato da ocorrência desta doença. Stahel (1915) no 

Suriname chamou esta doença de “krulloten”. Na França doença é conhecida como 

“balai de sorcière”, em países de língua espanhola é referida como “escoba de 

bruja” e “witches’ broom” nos países de língua inglesa (SILVA et al., 2002).

O primeiro município brasileiro que apresentou a doença foi Uruçuca, no Sul 

da Bahia, em 1989 (PEREIRA et al., 1989). Em seguida, ainda no Sul da Bahia, o 

município de Camacã registra a doença, que segundo trabalhos de Anderbrhan et al. 

(1999) e Pereira et al. (1996) provavelmente ocorreu por intervenção humana, 

através da distribuição de amêndoas contaminadas vindas da Região Amazônica. A 

doença disseminou-se rapidamente para todas a regiões produtoras do Estado da 

Bahia, provocando grande impacto social, econômico, ecológico e cultural na 

região, tais como aumento de desemprego, abandono de propriedades agrícolas e 

uso desenfreado de agrotóxicos. Embora tenha sido detectada em outras regiões, 

como no Estado do Espírito Santo e na região amazônica, nessas áreas, 

especialmente devido ao clima desfavorável, a doença não progrediu de forma tão 

devastadora como na região cacaueira da Bahia (SILVA et al., 2002).
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SILVA et al. (2002) trazem uma redescrição da doença, apontando que, 

embora ela já tenha sido detalhadamente descrita por Holliday (1952), Baker e 

Holliday (1957), Thorold (1975), Evans (1981), Rudgard (1989) e Tovar (1991), 

entre outros, diversos aspectos sintomatológicos em plântulas, mudas naturalmente 

infectadas, frutos e em plantas adultas resistentes ao C. perniciosa não haviam sido 

relatados. Como sintoma característico, ocorre a formação de brotos hipertrofiados, 

desenvolvimento excessivo nas regiões terminais da planta, aparecimento de 

ramificações com entre-nós curtos e folhas geralmente grandes, curvadas ou 

retorcidas, aparentando vassouras (LANA, 2004). Nas almofadas florais ocorre 

também formação de vassouras típicas e as flores infectadas podem dar origem a 

frutos de formatos modificados, como os “frutos morangos” e os “frutos cenouras” 

(SILVA et al., 2002; LANA, 2004). Os frutos provenientes de flores normais

apresentam manchas amarelas ou escuras e são duros no seu interior, sendo em 

qualquer dos casos, apodrecidos e petrificados (SILVA et al., 2002; LANA, 2004).

As infecções causadas por C. perniciosa são assistêmicas, permitindo o seu 

controle por simples remoção das partes doentes. Este tipo de tratamento tem sido 

referido como controle cultural ou fitossanitário (COSTA; BASTOS, 2001). O 

controle químico aplicado à doença provocada pelo C. perniciosa é baseado na 

utilização de inúmeros compostos químicos, denominados de ‘agrotóxicos’ ou 

‘agroquímicos’ (ALVES, 2002). Esta forma de controle, se não bem planejada, 

pode causar sérios impactos ambientais, uma vez que pode concorrer para a 

poluição do solo, subsolo e do próprio alimento. A seleção de genótipos resistentes 

tem sido denominada de controle genético e tem sido a mais econômica e a mais 

utilizada pelos produtores de cacau (LANA, 2004; ALVES, 2002). A indução na 

planta hospedeira de ‘resistência sistêmica adquirida’ (SAR) é outra forma de 

controle e consiste em ativar o sistema de defesa da planta antes que ocorra a 

interação patógeno-hospedeiro (LANA, 2004).

O Controle Biológico (CB) vem sendo utilizado como uma alternativa no 

controle desta doença através de interações específicas entre o fitopatógeno C. 

perniciosa e diversas espécies de fungo antagonistas do gênero Trichoderma 



6

(BEZERRA et al, 2003; COSTA; BASTOS, 2001). Apesar de muitas espécies do 

gênero Trichoderma apresentarem grande potencial antagônico em relação ao fungo 

fitopatógeno C. perniciosa, a utilização da espécie Trichoderma stromaticum tem 

sido mais freqüente. Esta espécie vem sendo experimentalmente usada desde 1995 

(COSTA; BASTOS, 2001; COSTA et al., 1996) e já foi incorporada como base 

para a produção do biofungicida ‘Tricovab’, desde 1996.

Mais recentemente, as recomendações para o controle do fungo C.

perniciosa têm ocorrido dentro de uma perspectiva integrada, onde muitas 

informações advindas de diferentes fontes são geradas e devem ser utilizadas de 

forma harmoniosa, caso contrário, tendem a gerar conflitos. 

2.3. Crinipellis perniciosa: o agente causal da doença

O fungo patogênico causador da vassoura-de-bruxa do cacaueiro é o

Crinipellis perniciosa, basidiomiceto pertencente à divisão Eumycota, subdivisão 

Basidiomycotina, ordem Agaricales e família Tricholomataceae. Em 1915, Stahel 

denominou o patógeno de Marasmius perniciosus e, em 1942, Singer, revisando o 

gênero Marasmius, o renomeou de Crinipellis perniciosa (LANA, 2004). 

Reconhecido mundialmente como importante patógeno do cacau, o fungo C. 

perniciosa provavelmente co-evoluiu com o Theobroma cacao L, ambos endêmicos 

da Bacia Amazônica (GRIFFITH et al., 1994). 

Os basidiósporos são os únicos propágulos infectivos de C. perniciosa

(SILVA et al., 2002) e sua dispersão pelo vento, chuva ou pelo homem permite a 

disseminação do fungo para diferentes regiões (SILVA et al., 2002; ALVES, 2002). 

São unicelulares, hialinos, diminutos e com parede fina. São produzidos no interior 

das lamelas do píleo do basidiocarpo. A liberação noturna dos basidiósporos garante 

a sua sobrevivência por mais tempo, pois são sensíveis a radiação solar (ALVES, 

2002).

Vassouras na superfície do solo produzem poucos basidiocarpos; fontes mais 
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altas permitem disseminação a maiores distâncias (ANDERBRHAN et al, 1993). 

Anderbrhan  (1985) e Costa (1993) afirmam que as vassouras localizadas na copa 

são as principais fontes de inoculo e Niella (1997), em estudos sob condições 

climáticas típicas da Bahia, demonstra que os ‘casqueiros’ (restos de folhas, ramos e 

frutos secos depositados sobre o solo) também são importantes fontes de inóculo. 

C. perniciosa é um organismo hemibiotrófico que apresenta períodos 

parasíticos e saprofíticos em seu ciclo de vida. Na fase biotrófica ou parasítica, o 

fungo cresce intercelularmente com hifas intumescidas, sem grampos de conexão e 

talo monocariótico. A partir do crescimento do patógeno entre as células do 

hospedeiro (cacaueiro), ocorre uma desordem fisiológica no hospedeiro, 

provavelmente como resultado de interferência no balanço hormonal, resultando em 

hiperplasia e hipertrofia de células (ALVES, 2002). Após o período de incubação, 

que dura em torno de quatro a seis semanas, C. perniciosa inicia a outra fase de seu 

ciclo de vida, a fase necrótica ou saprofítica, crescendo intracelularmente através de 

hifas mais delgadas (SILVA et al., 2002; ALVES, 2002), que culmina com a 

formação de vassouras que secam e morrem.

A partir da técnica molecular ERIC-PCR usada por Arruda et al. (2003), foi 

possível observar grande variabilidade intraespecífica entre isolados de C. 

perniciosa, de acordo com a sua origem geográfica e ainda de acordo com o seu 

hospedeiro. 

2.4.  Controle Biológico

A agricultura moderna, baseada na monocultura ou pequeno número de 

culturas em grandes áreas, é um sistema em desequilíbrio que promove o 

surgimento de epidemias fitopatogênicas (REY et al., 2000). Para algumas doenças, 

o controle químico é muito efetivo, mas seu efeito é inespecífico, matando tanto o 

patógeno quanto outros organismos benéficos; além disso, pode ainda trazer riscos 

indesejáveis à saúde, a segurança e ao ambiente (MANCZINGER et al., 2002). 

Uma alternativa que tem sido largamente utilizada é o Controle Biológico (CB) que 
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utiliza os chamados agentes de controle biológico (ACBs) ou agentes de biocontrole 

(ABCs). Os ACBs usados contra fungos são chamados de ‘biofungicidas’. 

Cook e Baker (1983) definiram CB como sendo a redução da quantidade de 

inóculo ou atividade produtora da doença de um patógeno, acompanhado pela 

introdução de um ou mais organismos naturais pelo homem. O CB estável não tem 

como objetivo eliminar por completo um organismo no ambiente, mas sim reduzir a 

sua habilidade em produzir e manter altos os níveis de inóculo e, portanto, de 

doença (HJELJORD; TRONSMO, 1998). O CB é mais especializado, pois usa 

microorganismos que atacam ou interagem com um patógeno específico.

O CB é fundamentado nas interações antagônicas entre os organismos e 

envolve mecanismos diversos que ainda não foram suficientemente elucidados, 

sendo as mais estudadas e caracterizadas as que ocorrem entre os fungos 

fitopatogênicos e seus antagonistas (CHET, 1990; HARAN et al., 1996). Estes 

mecanismos podem ocorrer por: i) competição, que reflete a luta pela 

disponibilidade de nutrientes, espaço, água ou luz; ii) antibiose, que se refere à ação 

de substâncias químicas liberadas pelo antagonista sem que haja a necessidade do 

contato físico e iv) micoparasitismo, que agrega a ação de enzimas hidrolíticas 

(quitinases, proteases, celulases, glucanases, lipases e outras) sobre a parede celular 

do hospedeiro, causando a utilização direta do conteúdo celular deste para a 

sobrevivência do micoparasita (HJELJORD; TRONSMO, 1998). O sinergismo 

entre estes mecanismos pode também ocorrer (ELAD, 2000). Whipps (2001) 

reforça que mecanismos de ação antagônica não são, necessariamente, mutuamente 

exclusivos e muitos modos de ação podem ser exibidos ao mesmo tempo por um 

simples agente de biocontrole. 
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2.5. Gênero Trichoderma

2.5.1. Aspectos gerais

Espécies do gênero Trichoderma têm sido investigadas como agentes de 

controle biológico (ACBs) por mais de 70 anos, mas só recentemente isolados têm 

sido comercialmente viáveis (HERMOSA et al., 2000). As espécies deste gênero de 

Deuteromicetos são cosmopolitas e tipicamente encontrados em solos ou em 

madeira em decomposição (SAMUELS et al., 1996; ESPOSITO; DA SILVA, 

1998). Devido a seu grande potencial de aplicação do ponto de vista biotecnológico 

e industrial, o gênero Trichoderma é um dos fungos filamentosos mais estudados 

(SAMUELS et al., 1996). Um programa de pesquisa do exército americano, 

preocupado com a rápida deterioração do material que compunha as barracas de 

campanha do exército, em regiões tropicais, identificou o fungo Trichoderma viride

QM6a, produtor de grande quantidade de enzimas celulíticas extracelulares, como o 

responsável pelo problema (CHAMBERGO, 2002). No entanto, pesquisas 

posteriores determinaram ser esta, na verdade, uma nova espécie a ser enquadrada 

no grupo, a qual foi denominada de T. reesei, em homenagem a um dos principais 

responsáveis pelo programa na época, Elwyn T. Reese (CHAMBERGO, 2002). 

Pesquisas sobre a biossíntese, estrutura e mecanismo de degradação da celulose e 

outros polissacarídeos por este fungo foram realizadas por Reese, em colaboração 

com Mary Mandels (REESE; MANDELS, 1989; GAMS; MEYER, 1998). As 

espécies de Trichoderma, ao atuarem tanto pela produção de metabólitos voláteis 

como de não-voláteis (CLAYDON et al., 1987; CAMPOROTA, 1985; RAI et al., 

1980; DENNIS; WEBSTER, 1971 a, b e c), como também pelo hiperparasitismo 

(PAPAVIZAS, 1985; BARAK et al., 1985; VAJNA, 1985; CHET; ELAD, 1983; 

DENNIS; WEBSTER, 1971 a, b e c; BARNETT, 1963) e pela competição por 

nutrientes, espaço e oxigênio (CHET; ELAD, 1983), são consideradas eficientes 

antagonistas contra uma série de fungos fitopatogênicos. A produção de metabólitos 

tóxicos por espécies de Trichoderma foi primeiramente observada por 
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WEINDLING (1937), que determinou haver difusão do princípio letal em hifas 

jovens (MELO, 1991). As espécies de Trichoderma também produzem 

exoglucanases, endoglucanases, celobiases e quitinases (RIDOUT et al., 1988; 

PAPAVIZAS, 1985; ELAD et al., 1982; LORITO et al., 1993; CHAMBERGO, 

2002), tendo sido usadas em preparações comerciais para o controle biológico de 

fungos (BARCELLOS, 2002). Entre essas inúmeras preparações destacam-se o 

“Tricodex”, cujo agente ativo é o fungo T. harzianum, o “Binab-T” que corresponde 

a uma combinação de dois agentes ativos, o T. harzianum e o T. polysporum e o 

“GlioGard” que traz em sua composição o fungo T. virens (BARCELLOS, 2002).

Os mecanismos de controle biológico podem ocorrer simultaneamente durante o 

processo de vida do antagonista (MELO, 1991). Apesar dos antibióticos 

apresentarem grande importância no antagonismo, a competição é um mecanismo 

essencial em condições naturais (MELO, 1991). As espécies de Trichoderma

podem parasitar também estruturas de resistência como microescleródios (MELO, 

1991; CHET; HENNIS, 1985). Os mais importantes agentes de controle biológico 

de fungos patogênicos de plantas estudados têm sido Trichoderma virens von  Arx, 

Beih, T. harzianum Rifai e T. viride Pers. (HERMOSA, 2000). 

Para Esposito e da Silva (1998) um melhor conhecimento da taxonomia, da 

definição de espécie, assim como estudos dos ciclos de vida, formas de reprodução 

e recombinação, estudos fisiológicos, bioquímicos dentre outros, tornam-se 

necessários para um melhor aproveitamento do potencial destes fungos nas diversas 

áreas de interesse. Kindermann et al (1998) realizou a primeira descrição 

filogenética baseada em análise de sequência da região ITS1 do rDNA e outros 

estudos de filogenia para as espécies da seção T. Pachybasium; Lieckfeldt et al. 

(1998) e mais tarde Dodd et al.(2000) estudaram as relações de diferentes espécies 

de Hypocrea-Trichoderma; as relações filogenéticas de espécies da seção T. 

longibrachiatum foram analisadas por Kuhls et al. (1997); Lieckfeldt et al. (1999) 

usaram ITS e dados morfológicos para distinguir as novas espécies de T. 

asperellum, Samuels et al. de T. viride, e para demonstrar a estreita relação entre 
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essas espécies, em 2000, Samuels et al. descreveram mais uma nova espécie, T. 

stromaticum, usado no biocontrole de C. perniciosa.

No ciclo de vida dos fungos, a forma sexuada é conhecida como teleomórfica 

e a forma assexuada como anamórfica. Como estas têm formas características 

diferentes, o teleomorfo e o anamorfo de uma mesma espécie, terão nomes 

diferentes (CHAVERRI et al., 2003; CHAMBERGO, 2002). Costa e Bastos (2001) 

e Bezerra et al., (2003), em seus estudos, identificaram o teleomorfo de 

Trichoderma stromaticum, denominando essa nova espécie de Hypocrea 

stromatica, a qual desenvolve-se bem em temperaturas entre 25ºC e 28ºC. Segundo 

Bezerra et al. (2003) a variabilidade genética intra-específica, como a observada 

entre os isolados de T. stromaticum e H. stromatica, é comumente detectada ao se 

utilizar marcadores RAPD e, como se poderia esperar, quando são analisados 

isolados de espécies diferentes, os valores de distâncias genéticas são muito mais 

altos. Trichoderma stromaticum foi relatado na literatura como T. viride ou T. 

polysporum (SANOGO, et al., 2002). Bezerra et al., (2003) afirma que o teleomorfo 

H. stromatica distribui-se geograficamente apenas na região cacaueira do estado da 

Bahia, enquanto que o anamorfo T. stromaticum tem ocorrência também nos 

estados do Pará e Rondônia. Esta especialização geográfica juntamente com a 

especialização ao hospedeiro, como encontrada em T. stromaticum, já foi observada 

em outras espécies de Trichoderma spp (CHEVERRI et al., 2003).

2.5.2. Mecanismos de ação antagônica

O micoparasitismo tem sido referido como o processo de antagonismo de 

maior complexidade pelo número de etapas de que é composto (HJELJORD; 

TRONSMO, 1998). A espécie micoparasita Trichoderma harzianum tem sido 

extensivamente usada no biocontrole de um grande número de fungos 

fitopatogênicos, e inúmeros estudos realizados com este fungo tem servido de base 

ou modelo para outras espécies de seu gênero, ou mesmo para outros gêneros de 

microorganismos antagonistas (HJELJORD; TRONSMO, 1998). Na espécie T. 
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harzianum, o micoparasitismo é complexo, envolvendo crescimento quimiotrópico 

deste sobre o seu hospedeiro, enrolamento das hifas ao redor do mesmo, formação 

de estruturas similares a apressórios, penetração do micélio e finalmente sua lise 

(HARAN et al., 1996). Contudo, cabe frisar que existem variações de 

comportamento antagônico entre uma espécie e outra. A seguir são discutidas essas 

etapas do micoparastismo de forma mais detalhada.

Primariamente, a resposta antagônica entre Trichoderma e o fitopatógeno 

envolve o crescimento dirigido, provavelmente por quimiotropismo positivo, sobre 

a hifa susceptível do hospedeiro (CHET, 1990). O processo de detecção de seu 

hospedeiro a distância por Trichoderma foi verificado em 1981 por Chet et al., que 

percebeu também sua ramificação de forma atípica e crescimento sobre a sua presa. 

As bases bioquímicas deste fenômeno não são bem compreendidas, porém a 

resposta quimiotática é uma relação hospedeiro-parasito encontrada em outros 

sistemas (HARAN et al., 1996), presumivelmente como uma resposta do 

antagonista a um gradiente químico proveniente do hospedeiro. Assim, não foi 

detectado estímulos específicos, além de aminoácidos e açúcares simples (HARAN 

et al., 1996). O quimiotropismo, embora sugira conferir algumas vantagens ao 

antagonista, para Chet (1990) não é um evento essencial para o micoparasitismo.

Quando o micoparasita alcança o fungo susceptível, suas hifas se enrolam ao 

redor do eixo de crescimento do fungo, formando estruturas morfologicamente 

similares a apressórios, que provavelmente ajudam na penetração da parede celular 

do hospedeiro (CHET, 1990). O fenômeno do enrolamento e formação de 

apressórios têm sido registrado para outros micoparasitos. Dennis e Webster 

(1971a), usando fibras de celofane de um diâmetro similar a da hifa de Pythium 

ultimum, concluiram que o enrolamento de Trichoderma não é meramente um 

estímulo de superfície, pois a hifa nunca se enrolava ao redor da fibra. Isto levou a 

idéia de que havia uma base molecular para tal especificidade. Recentemente, tem 

sido examinado o possível papel das aglutininas no processo de reconhecimento que 

determina a especificidade da interação fungo-fungo (HJELJORD; TRONSMO, 

1998). A união e reconhecimento entre o micoparasito e seu hospedeiro é essencial 
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para o êxito dos eventos subseqüentes. As lecitinas são proteínas unidas a 

carboidratos, ou glicoproteínas de origem não-imune, que aglutinam células e/ou 

precipitam glicoconjugados; foram descobertas em plantas e mais tarde em 

microorganismos. Estas moléculas estão freqüentemente associadas aos processos 

de interações entre a superfície celular e seu ambiente extracelular. Em Rizoctonia 

solani e Sclerotium rolfsii foi demonstrado a presença de lecitinas sobre sua hifa, as 

quais são produzidas como componentes do polissacarídeo extracelular (ELAD et 

al., 1983). Para estes autores, a capacidade de diferentes isolados de Trichoderma 

spp para reconhecer e atacar R. solani e S. rolfsii está diretamente correlacionada 

com a aglutinação de conídios de Trichoderma pelas lecitinas presentes no 

patógeno. Em T. harzianum, essas glicoproteínas estimulam o enrolamento de sua 

hifa e a formação de estruturas similares a apressórios ao redor de superfícies 

inertes que mimetizem o fungo hospedeiro (ELAD et al., 1983; HARMAN et al., 

1981). Elad et al. (1983) informa que quando o micoparasita cresce sobre fibras de 

nylon, cobertas com concanavalina A ou uma lecitina de S. rolfsii, a incidência de 

enrolamento e a formação de estruturas é significativamente mais alta do que 

quando cresce na presença de fibra não tratadas, sugerindo um papel importante das 

lecitinas na interação primária hospedeiro-micoparasita. O fenômeno que envolve a 

participação das lecitinas presentes na parede externa das hifas do fitopatógeno é 

dependente de Ca+2 e Mn+2, bem como da presença de fucose e galactose, presentes 

nas paredes celulares de T. harzianum (ELAD et al., 1983).

Contudo, Cortes et al. (1998), estudando outra interação antagônica, mostrou 

que o sinal envolvido no disparo para a produção de enzimas hidrolíticas por T. 

harzianum durante a resposta micoparasítica é independente do reconhecimento 

mediado pela interação lecitina-carboidrato. A indução de genes dessas enzimas

seria contato-independente, sendo que uma molécula produzida pelo hospedeiro  

serviu de sinal que disparou a expressão desses genes in vivo. Inbar e Chet (1995) 

descreveram a importância do ‘reconhecimento’ na indução de quitinases 

específicas pelo antagonista durante o micoparasitismo exercido por essa mesma 

espécie de Trichoderma. Estes autores observaram que Cicloheximida (inibidor de 
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síntese protéica) inibiu este fenômeno mediado pelo reconhecimento, indicando que 

a síntese de novo dessas enzimas ocorre em Trichoderma, durante diferentes 

estágios do parasitismo. Os dados de Inbar e Chet (1995) sugerem que a indução da 

expressão de enzimas quitinolíticas em Trichoderma é um evento inicial do 

processo micoparasítico, pois o uso de lecitina purificada, retirada do hospedeiro e 

depositada sobre fibras de nylon, foi capaz de induzir o aumento dessa atividade. 

Estes autores afirmam, assim, que o reconhecimento mediado pela interação 

lecitina-carboidrato é o primeiro passo na cascata de eventos que dispara a resposta 

micoparasítica em Trichoderma.

Após esses eventos de reconhecimento, aderência e lise, Trichoderma penetra 

na hifa hospedeira aparentemente pela degradação parcial da parede celular desta 

(ELAD, 1990). Com o uso de microscopia eletrônica, detectou-se sítios lisados e 

sinais de penetração em hifas de R. solani e S. rolfsii depois de removida a hifa de 

Trichoderma (ELAD et al., 1983). Uma vez que o micoparasita rompe a estrutura 

da parede celular, ocorre um desbalanço osmótico e finalmente a lise do hospedeiro 

(ELAD, 1990). A degradação da parede celular por enzimas líticas é a chave no 

processo micoparasítico (HARAN et al., 1996). Gómez et al. (1997) informam que 

o nível de enzimas hidrolíticas produzidas por T. harzianum difere em cada 

interação parasito-hospedeiro e está correlacionado com capacidade de cada isolado 

em controlar um patógeno específico. Para este autor, estas diferenças podem 

também explicar a variabilidade na atividade antagônica de outros isolados de 

Trichoderma. Subseqüentemente, em resposta à invasão, ocorre uma série de 

modificações citológicas tanto no antagonista como no hospedeiro. Assim, 

Benhamou e Chet (1997), baseando-se nas observações das alterações citólogicas 

decorrentes da interação T. harzianum-Pythium, inferiu que o hospedeiro produz 

uma matriz, a qual tenta encapsular a hifa que o penetrou; ocorre ainda variação no 

conteúdo protoplasmático do hospedeiro e produção, depois da penetração, de 

novas enzimas extracelulares como lipases e proteases por T. harzianum. Além 

disso, a hifa do hospedeiro mostra uma rápida vacuolização, colapso e 

desintegração. 
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Segundo WOO et al., (2002) as interações entre fungos e bactérias podem 

desempenhar um grande papel em processos naturais de biocontrole, onde 

mecanismos de sinergismo podem ocorrer quando esses diferentes ACBs são 

aplicados juntos. A síntese paralela e sinergismo de enzimas hidrolíticas e 

antibióticos pode ter um importarte papel na ação antagônica de T. harzianum 

contra fungos fitopatógenos. (LORITO et al., 1994). 

2.6. Marcadores Microssatélites (SSR)

Marcadores microssatélites, por serem altamente polimórficos e de fácil 

obtenção, têm sido uma ferramenta molecular muito utilizados em estudos 

ecológicos e genéticos. Os microssatélites, também denominados SSR (Simple 

Sequence Repeats) são formados por seqüências de uma a seis bases de 

comprimento, repetidas em tandem (JACOB et al., 1991), encontrados em alta 

freqüência e com ampla distribuição nos genomas de eucariotos (TÓTH et al., 

2000). A análise de locos microssatélites é realizada por meio da técnica de PCR 

(Polymerase Chain Reaction), desenvolvida em 1985 por K. B. Mullis e 

colaboradores. Esta tecnologia permite uma rápida e eficiente amplificação de 

regiões específicas do genoma. Mais precisamente, essa reação possibilita que uma 

região selecionada do genoma seja amplificada milhões de vezes, permitindo sua 

análise por técnicas rotineiras de eletroforese. Marcadores microssatélites utilizam 

iniciadores (primers) complementares (18 a 25 bases) às regiões que os flanqueiam. 

Por se tratarem de marcadores altamente polimórficos, são de grande utilidade em 

estudos de diversidade genética de populações, bem como em sistemática e 

taxonomia e no desenvolvimento de ferramentas de caracterização genética de 

indivíduos, cepas, variedades, genótipos, etc., também conhecida como 

fingerprinting. 

A utilização de T. stromaticum em formulações comerciais com fins de 

biocontrole da vassoura-de-bruxa do cacaueiro remete-nos a dois importantes 

aspectos de pesquisa relacionados ao desenvolvimento e utilização prática dessa 
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estratégia. Primeiro, os estudos da variabilidade genética do antagonista presente na 

região e, por conseqüência, plasticidade fenotípica em termos de eficiência de 

biocontrole em condições de campo, são fundamentais para definições de isolados 

com melhores respostas combinadas aos fatores ambientais e ao fungo hospedeiro 

(HJELJORD; TRONSMO, 1998; LORITO, 1998). Segundo, a aplicação de um 

determinado isolado a campo para fins de biocontrole obriga-nos a dispor de 

capacidade técnica para acompanhá-lo e monitorá-lo, não somente para verificar seu 

estabelecimento no local, mas também visando avaliação de eventuais impactos no 

ambiente de sua utilização. Nesse sentido, a utilização de marcadores moleculares 

adequadamente descritivos (tais como os microssatélites) é ferramenta relevante, 

pois pode permitir tanto estudos mais aprofundados sobre a diversidade existente 

entre os assessos, quanto a distinção do(s) isolado(s) aplicado(s) em relação às 

demais populações existentes no local (HOOPEN et al., 2003).

No contexto de estudo atual de caracterização de coleções locais de isolados de 

Trichoderma stromaticum como antagonistas do agente causal da vassoura-de-

bruxa do cacaueiro, entende-se que esta técnica apresenta excelente potencial de 

contribuir com o entendimento dessa diversidade regional, com estudos 

taxonômicos associados, ou ainda com fingerprinting para fins de monitoramento 

de aplicação a campo desses isolados como ACBs.
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3.   CAPÍTULO I

Efeito integrado de fatores meteorológicos na esporulação de 

Trichoderma stromaticum, micoparasita do agente causal da doença vassoura-

de-bruxa em cacau.

(artigo submetido à publicação no periódico Microbial Ecology)

3.1. RESUMO

Apesar do sucesso em muitas circunstâncias, o uso em larga escala do controle 

biológico no campo é ainda limitado por inconsistências, principalmente causadas 

pela variação ambiental. Isto é principalmente verdadeiro para o patossistema 

envolvendo o cacao (Theobroma cacao L.) e a doença ‘vassoura-de-bruxa’, causada 

pelo fungo Crinipellis perniciosa (Cp), em que a participação do micoparasita 

Trichoderma stromaticum (Ts) como agente de controle biológico (ACB) tem sido 

intensivamente estudada. Usando uma abordagem analítica integrada, a 

interferência simultânea de diferentes fatores meteorológicos na biologia de Ts foi 

avaliada sob condições de campo típicas da cultura de cacau em plantações tropicais 

sombreadas na Região Sul da Bahia. Experimentos de biocontrole foram 

estabelecidos em torno de uma estação meteorológica automática, instalada para 
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registrar continuamente diferentes parâmetros meterológicos, tais como 

temperaturas e umidades do ar, solo e vassouras, bem como precipitação, radiação 

solar e velocidade do vento. Vassouras de cacau inoculadas com Ts e sensores da 

estação foram colocadas acima e abaixo da copa do cacaeiro, e sobre o solo. Os 

resultados demonstraram claramente que o efeito microclimático sobre a biologia 

do ACB está relacionado a curtos períodos de variação específica e coordenada dos 

fatores meteorológicos antecedendo os momentos de produção de conídios 

(esporulação) por Ts, que, por sua vez, determina o resultado final de biocontrole de 

Cp. Além da importância já bem reconhecida da umidade e temperatura, os dados 

também sugerem uma relevante interferência da radiação solar e precipitação na 

interação antagônica Ts-Cp, bem como efeitos específicos dos isolados e da altura. 

A aplicação potencial desses conhecimentos no desenvolvimento de esquemas de 

aplicação a campo de ACBs com custos mais eficientes, bem como de estratégias 

para o manejo ambientalmente sustentável da doença são discutidos.

Palavras-chave: fatores meteorológicos - Theobroma cacao - controle biológico -

Crinipellis perniciosa - interação antagônica - cabruca

3.2.  INTRODUÇÃO

 O uso de agentes de controle biológico (ACBs) do gênero Trichoderma 

demonstra ser muito eficiente sobre um grande espectro de doenças de plantas, 

como conseqüência de sua ocorrência cosmopolita, diversidade genética e 

ecológica, especificidade ao hospedeiro e variados mecanismos antagônicos, tais 

como competição, antibiose e micoparasitismo, muitos ocorrendo de forma 

sinérgica (revisado por BENITEZ et al., 2004; KUBICEK et al., 2001; HJELJORD; 

TRONSMO, 1998; HOWELL, 1998; LORITO, 1998).

Um isolado específico de Trichoderma sp, encontrado na região amazônica do 

estado do Pará, foi introduzido em meados da década de 90, na Região Sul da 
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Bahia, para servir de base em uma formulação ('TRICOVAB®' - CEPLAC) 

apropriada para o biocontrole do Cp (COSTA et al., 1996) e foi usado desde então, 

sem uma identificação taxonômica mais precisa àquela época (BASTOS, 1996; 

COSTA et al., 1996); posteriormente, este isolado foi recentemente descrito e 

identificado como uma nova espécie - Trichoderma stromaticum Samuels & Pardo-

Schultheiss (SAMUELS et al., 2000), que age como um micoparasita específico do 

Cp (BASTOS, 1996).

Estudos atuais indicaram que T. stromaticum (Ts) é de ocorrência natural e 

ampla na Região Sul da Bahia, revelando a existência de dois grandes grupos 

genéticos (SOUZA et al., 2005). Apesar de que diferenças in vitro para isolados de 

Ts correlacionaram com as diferenças genéticas (SOUZA et al., 2005), as diferenças 

fenotípicas não foram sustentadas pelos estudos de campo, pois uma alta 

plasticidade de biocontrole foi observada, principalmente determinada por um 

notável efeito da variação nas condições ambientais (climáticas) durante os 

experimentos. Isto corrobora com o fato conhecido de que dados biológicos obtidos 

in vitro para ACBs não podem ser extrapolados diretamente para condições de 

campo em grande escala (ELAD, 2003; HERMOSA et al., 2000). 

Estudos sobre o efeito de certos fatores meteorológicos (físicos) afetando a 

sobrevivência, crescimento, reprodução, abundância e ação de biocontrole de ACBs 

em condições controladas de laboratório ou em condições de campo (KREDICS et 

al., 2000, 2004; HOOPEN et al., 2003; SANOGO et al., 2002; DIK; ELAD, 1999), 

apesar de úteis, fornecem informações limitadas, pois somente avaliam efeitos sob 

condições discretas e controladas, que raramente ocorrem no campo, ou apenas 

identificam os limites climáticos dentro dos quais o fungo pode viver ou apresentar 

atividade de biocontrole. Além disso, embora precipitações sejam reconhecidas 

como um fator relevante afetando o biocontrole de Cp por Ts no campo por 

interferir na umidade de vassouras (SANOGO et al., 2002), somente isto não é 

suficiente para explicar todo o processo de variação no campo encontrado entre 

isolados de Ts pertencentes a um mesmo grupo genético (Alan Pomella et al., dados 

não publicados). 
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Este trabalho objetivou analisar os efeitos meteorológicos sobre a atividade 

de biocontrole de isolados de Ts. Experimentos de campo sob condições típicas de 

cultivo de cacau foram arranjados em volta de uma estação meteorológica 

computadorizada que continuamente mediu e registrou automaticamente os 

diferentes parâmetros climáticos do local. Observou-se que a ação coordenada de 

diferentes fatores meteorológicos cria padrões microclimáticos específicos que 

determinam a esporulação em isolados de Ts, fenômeno estreitamente relacionado à 

eficiência de biocontrole Cp. A relevância destas análises em futuros estudos 

epidemiológicos, construção de modelos matemáticos dinâmicos e descritivos do 

sistema, e recomendações de manejo são discutidos.

3.3.  MATERIAIS E MÉTODOS

3.3.1.  Isolados e condições de cultura

Cinco isolados de Trichoderma stromaticum (Ts) rotulados como ALF '56', 

'64', '323', '639' e '643' foram gentilmente cedidos pela empresa Almirante Cacau 

Ltda. (Itajuípe-BA, Brazil) para serem usados neste estudo. Pequenos discos de 

papel-filtro de 0.25 cm2, contendo esporos previamente crescidos e armazenados 

(DHINGRA; SINCLAIR, 1985) de cada isolado, foram colocados para crescer em 

placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), a temperatura ambiente 

(~25ºC) por 14 dias até a esporulação. Os conídios (esporos) formados foram 

coletados das margens da massa micelial e depois suspendidos em água destilada e 

esterilizada, tendo sua concentração ajustada para 1 x 107 conídio.mL-1 antes de 

serem aplicados sobre as vassouras de bruxa secas (fragmentos de ramos do 

cacaueiro colonizados pelo Crinipellis perniciosa)
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3.3.2. Preparação das vassouras de bruxa e inoculação com aplicação dos 

isolados de T. stromaticum

Vassouras secas de aproximadamente 25 cm de comprimento, medindo meio 

centímetro em diâmetro, foram coletadas de plantas localizadas em áreas 

tipicamente infestadas por C. perniciosa (Cp) e foram testadas para a presença do 

micélio branco do fitopatógeno e também para esporulação de Ts, por incubação em 

câmara úmida. Para esses testes, segmentos de 2 cm de comprimento foram 

cortados das extremidades da cada uma dessas vassouras e colocados em sacos 

plásticos com papel filtro totalmente umedecido, e incubados a temperatura 

ambiente por 7-10 dias. Somente vassouras que apresentaram presença de Cp e 

ausência de Ts foram usadas nos experimentos de campo. As vassouras foram 

padronizadas para um comprimento de 20 cm e, de um extremo ao outro, foram 

borrifadas com esporos em suspensão dos correspondentes isolados de Ts, na 

concentração padrão definida acima. 

3.3.3.  Coleta de dados dos parâmetros meteorológicos 

O comportamento de biocontrole de Cp dos cinco isolados de Ts foi avaliado 

através de dois experimentos conduzidos em uma área típica de cultura de cacau da 

Região Sul da Bahia, ao redor de uma estação climatológica ‘CR23X’ (Campbell 

Scientific™, Logan, Utah) ajustada para medir diferentes parâmetros 

microclimáticos (físicos) continua e simultaneamente. Vassoureiros especiais foram 

desenhados e construídos na plantação de cacau para acomodar apropriadamente a 

análise de biocontrole (nas mesmas alturas em que os sensores da estação foram 

colocados), por meio de cabides contendo as vassouras tratadas com Ts (Figura 1). 

Os parâmetros registrados a cada 15 min foram: (i) ‘precipitação pluviométrica’ 

com um sensor situado a 5,5 m, (ii) ‘umidade da vassoura’ e ‘temperatura do ar’ 

com quatro sensores situados na serrapilheira (camada de folhas mortas do 

cacaueiro depositada sobre o solo e contendo elevada microfauna de 
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decompositores), a 1,0, 2,5 e 5,5 m de altura, (iii) ‘umidade relativa do ar’ e 

‘radiação solar’ com sensores a 1,0, 2,5 e 5,5 m, (iv) ‘velocidade do vento’ com 

sensores à 1,0 e 5,5 m, e (v) ‘temperatura do solo’ e ‘umidade do solo’ com sensores 

situados em uma profundidade de 5 cm. Para as análises e gráficos apresentados 

para os parâmetros testados (Figuras 2 a 6), somente registros de dois momentos no 

dia foram considerados, isto é, as medidas de 4:00 e 16:00 h, correspondendo aos 

pontos de ‘noite’ e ‘dia’. Os períodos experimentais no campo ocorreram entre 

13/set a 17/nov de 2004, para o primeiro experimento, e para o segundo período, 

estendeu-se de 08/dez/2004 a 08/mar/2005, em um total de 67 e 91 dias, 

respectivamente. 

3.3.4. Parâmetros biológicos relacionados ao biocontrole

O primeiro parâmetro considerado foi a ‘esporulação de Ts’, que foi avaliada 

como a porcentagem acumulada de vassouras esporuladas por tratamento, ao final 

de cada experimento de campo. Imediatamente após a esporulação ser identificada e 

registrada para uma dada vassoura, esta foi levada para outro vassoureiro separado e 

mantida na mesma altura para prevenir contaminação cruzada das outras vassouras 

no mesmo cabide de tratamento ou entre cabides (ver desenho experimental 

abaixo). Após o período experimental no campo, todas as vassouras esporuladas e 

não esporuladas foram removidas para o laboratório, cortadas em quatro partes 

iguais por vassoura e colocadas para incubação em câmara úmida à temperatura 

ambiente por 7-10 dias (ver acima) para verificar o outro parâmetro, isto é, 

‘presença residual de Cp’, após os tratamentos de biocontrole. Considerando que a 

intensidade da infecção por Cp (severidade) pode ser inferida pela porção do espaço 

total da vassoura ocupado pelos micélios do fungo, este ‘resíduo de Cp’ foi avaliado 

tanto pelas porcentagens de vassouras (incidência) como pelas percentagens de 

partes da vassoura (severidade) mostrando o micélio branco de Cp. Esporulação de 

Ts foi também utilizada como uma referência para as análises dos parâmetros 

climáticos afetando o processo de biocontrole, sendo que para este propósito foi 
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usado o número absoluto total de vassouras esporuladas na área por altura nas datas 

determinadas, considerando todos os isolados juntos. Todas as vassouras na área 

experimental foram checadas individualmente a cada 2-3 dias, da data em que 

foram inoculadas com Ts e penduradas nos cabides dos vassoureiros, até o final do 

experimento, com registro das datas e vassouras nas quais as esporulações foram 

detectadas, sendo essas vassouras transferidas para o outro vassoureiro (ver acima).

3.3.5. Desenho experimental e análise estatística

Os dois experimentos foram conduzidos em um delineamento em blocos 

completos casualizados, com quatro blocos (réplicas), estabelecidos como arcos de 

circunferência ao redor da estação meteorológica, sobre as quais os vassoureiros 

foram situados (Figura 1a). A distância da primeira circunferência (bloco) em 

relação à estação e entre as circunferências foram de 6 m, de modo que o quarto e 

último bloco localizou-se num raio de 24 m da estação. Este arranjo dos blocos foi 

baseado na premissa de que as medições meteorológicas representam aquilo que 

ocorre em uma área circular dentro de um raio de 30 m em torno da estação. Cada 

bloco (réplica) continha cinco isolados de Ts mais o controle sem inoculação, nas 

quatro alturas (ver acima), em um total de 24 tratamentos.
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Figura 1. Ilustração esquemática do delineamento experimental e dos vassoureiros especiais construídos para 
permitir a colocação das vassouras tratadas com T. stromaticum a diferentes alturas do dossel do cacaueiro. 
(a) Croqui da área experimental, mostrando a posição da estação climatológica (quadrado cinza) em relação 
aos blocos (arcos de circunferências pontilhadas) sobre os quais foram colocados os vassoureiros (cruzes 
pretas); (b) vassoureiro com cabides (pequenos retângulos verticais com gancho na parte superior) (c) 
Ampliação dos cabides, detalhando seu formato e as vassouras tratadas (verticais, uma em cada gancho), nele 
penduradas e individualmente etiquetadas.

A unidade experimental para cada tratamento ‘isolado-altura’ consistiu de 

cinco vassouras de 20-cm cada que, após inoculação com Ts, foram penduradas em 

um cabide apropriado (Figura 1c) e colocadas na altura correspondente (Figura 1b). 

Com este desenho, 480 vassouras foram colocadas na área experimental. Os 

parâmetros biológicos de ‘esporulação de Ts’ e ‘presença residual de Cp’ foram 

medidos como uma porcentagem de vassouras marcadas como positivas em cada 

uma das unidades experimentais de cinco vassouras. As análises estatísticas foram 

realizadas para cada experimento e, considerando que os dados foram consistentes 

entre eles, somente os resultados de um dos experimentos foram apresentados (ver 

c a

b
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Tabela 1 e Figura 7). Uma Análise de Variância (ANOVA) foi realizada com os 

dados percentuais transformados pela raiz quadrada de ‘x + 1’; as variáveis 

avaliadas foram blocos, isolados de Ts, níveis do dossel (alturas) e suas interações, 

sendo que a significância estatística foi analisada pelo teste de Tukey, usando o 

programa ‘SAEG’ (Universidade Federal de Viçosa-MG). Quando os níveis de 

presença residual de Cp foram comparados entre vassouras esporuladas e não 

esporuladas, todos os isolados foram considerados em conjunto, para todas as 

alturas (ver Tabela 1). Similarmente, quando os níveis de esporulação foram 

comparados entre isolados, e considerando que as diferenças entre os isolados 

foram consistentes dentro das alturas, as médias de todos os blocos e alturas por 

isolado foram usadas (ver Figura 7).

3.4. RESULTADOS

3.4.1. Associação entre a variação de precipitação e parâmetros climáticos 

medidos acima do solo

Para o perfil de precipitação foram consideradas as leituras acumuladas do dia,

enquanto que para os outros parâmetros, as leituras das 4:00 e 16:00 h, 

correspondendo a valores representativos da ‘noite’ e do ‘dia’, foram plotados no 

gráfico. Observou-se que o perfil das precipitações (Figura 2a) determinou 

essencialmente a variação de outros três parâmetros climáticos (Figuras 2b a 2d), de 

tal modo que aqueles períodos de chuvas de maior intensidade e, ou mais 

prolongadas (Figura 2a - setas para baixo) tenderam a definir altos níveis de 

umidade de vassoura (Figura 2b - setas) e de umidade relativa (UR) do ar (Figura 2c 

- linhas duplas) por um período mais longo. Além disso, essas condições de chuva 

também levaram ao descréscimo da amplitude de variação na temperatura do ar 

para os limites de 2 - 6 ºC durante o dia (Figura 2d - linhas curtas paralelas). 

Entretanto, estas associações não foram absolutas, pois esses padrões não ocorreram 
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em todas as circunstâncias; existiram alguns períodos em que (i) alta e prolongada 

umidade de vassoura e UR, bem como menor variação de temperatura, também 

ocorreram na ausência de precipitação (Figuras 2c e 2d - setas para cima), e (ii)

comportamentos fora do padrão nos três parâmetros, ocorreram durante as 

precipitações, de uma forma independente entre eles (Figura 2 - círculos negros). 

Figura 2. Variação na precipitação pluviométrica (a), umidade de vassouras (b), umidade relativa do ar (c) e 
temperatura do ar (d), durante dois períodos não consecutivos de condições típicas de trópico úmido do 
sudeste da Bahia. Para cada dia, foram plotadas as leituras das 4:00 e 16:00 h para todos os parâmetros, 
exceto para 'chuvas', em que foi utilizado o acumulado diário (em 'mm'). Intervalos curtos com chuvas (a) e 
umidade de vassoura (b) mais intensas ou mais prolongadas estão indicados por setas; intervalos com 
umidade relativa do ar maiores e mais duradouras são mostrados por linhas duplas (c); intervalos nos quais a 
amplitude de variação na temperatura do ar foi igual ou menor do que 4 ºC são indicados por linhas paralelas 
(d). Círculos pretos e setas para cima indicam discrepâncias entre chuva e os outros parâmetros, de forma 
contrária ao que é indicado pelas setas para baixo em (a) e (b).
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3.4.2. Associação entre parâmetros climáticos e esporulação de T. 

stromaticum em experimentos de biocontrole no campo 

3.4.2.1. Relevância da umidade de vassoura

Para confirmar a relevância da umidade de vassoura na determinação da 

esporulação de Ts no campo, a variação nesse parâmetro físico foi avaliada em 

todos os três níveis aéreos do dossel em relação aos dias em que a esporulação de Ts

foi detectada (Figura 3). Apesar de que cinco diferentes isolados de Ts foram 

aplicados e testados nestes experimentos, as barras nos gráficos correspondem à 

soma total de suas esporulações em cada dia, pois se considerou como apropriado e 

suficiente assumir que a variação dos parâmetros microclimáticos ocorreram da 

mesma forma para todos os isolados, devido ao delineamento experimental adotado 

em torno da estação (ver Métodos). O resultados das análises indicaram clara 

tendência para as esporulações ocorrerem sempre após curtos intervalos de um a 

três dias em que o nível de umidade das vassouras era mantido alto (acima de 30%) 

e sem grandes variações (Figura 3 - linhas pontilhadas destacadas por pontos 

pretos). Além disso, diferenças nas quantidades e padrões de umidade de vassoura 

de acordo com a altura no dossel foram observadas, tal que não somente o pico 

máximo de umidade, mas também a amplitude entre as leituras das 4:00 e 16:00 h, 

tenderam a ser maiores acima (5,5 m) do que abaixo (2,5 e 1,0 m) da copa do 

cacaueiro. Por outro lado, verificou-se também que nenhuma esporulação foi 

detectada em um pequeno período em que as condições de umidade padrão 

descritas acima foram encontradas (Figura 3 - seta). 
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Figura 3. Variação na umidade de vassouras em três alturas acima do solo em relação às esporulações de Ts
durante os dois períodos experimentais. As alturas (em 'm') nas quais as vassouras tratadas foram alocadas 
estão indicadas no topo-centro de cada gráfico. O número total de vassouras esporuladas na área (isolados 
tomados em conjunto) em cada dia está representado por barras verticais, correspondendo ao eixo dos yy do 
lado direito. Para ambos os experimentos, intervalos curtos de 1 a 3 dias com maior quantidade e duração de 
umidade das vassouras estão indicados (i) por linhas pontilhadas delimitadas por pontos, quando precedendo 
os eventos de esporulação de Ts, e (ii) por setas, em outros momentos.

3.4.2.2. Umidade relativa do ar (UR) e Temperatura

Os efeitos da umidade relativa do ar (UR) e temperatura também foram 

avaliados. Considerando que esses parâmetros não apresentaram diferenças 

significantes entre os três níveis do dossel acima do solo, a média das leituras dessas 

três alturas em cada dia foram usadas para o perfil mostrado nos gráficos. Os níveis 

de esporulação (barras) usados como referência nos gráficos foram também a média 

daqueles encontrados a 1,0 e 2,5 m (abaixo da copa), onde foram maiores e muito 
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menos variáveis quando comparados às esporulações ao nível de 5,5 m 

(desconsideradas neste caso). 

Figura 4. Variação na umidade relativa (UR) do ar (a) e temperatura do ar (b) em relação à esporulação de 
Ts. As barras verticais representam os valores médios de esporulação total das duas alturas abaixo da copa, 
referindo-se ao eixo dos yy do lado direito do gráfico. Intervalos curtos de 1 a 3 dias com maiores níveis e 
duração de UR (a), e com menores variações diárias de temperatura são indicados por círculos, ovais e setas 
para baixo; ponto de interrogação indica intervalo curto de 1 a 3 dias que não precedeu esporulação; linhas 
pontilhadas paralelas delimitam a faixa de temperatura predominante para os períodos de 1 a 3 dias de menor 
amplitude de variação.

Como apresentado na Figura 4, tornou-se evidente que, em períodos curtos 

anteriores à esporulação, a UR do ar permanece próxima ao valor máximo, com 

uma menor variação diária, durante um período mínimo de 1,5 dias (Figura 4a –

círculos e ovais com setas para baixo). Do mesmo modo, estes curtos períodos de 

altos níveis de UR do ar corresponderam a uma amplitude de temperatura menor, 

em que a variação entre os extremos ocorreram dentro de um limite máximo de 6 

ºC, com muitas dessas variações sendo menor do que 2 ºC, e ocorrendo entre 
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valores de temperatura de 20 e 25 ºC (Figura 4b - linhas pontilhadas paralelas). 

Observou-se também uma pequena discrepância entre esporulação e os parâmetros 

aéreos analisados, onde variações de temperatura e UR que ajustam-se aos limites 

descritos acima não antecederam a esporulação de Ts (Figura 4 - interrogação).

3.4.2.3. Radiação solar e velocidade do vento

Somente as leituras das 16:00 h foram usadas nestas análises, visto que 

obviamente não existe radiação solar de madrugada (4:00 h), e a velocidade do 

vento foi nula ou negligente para a vasta maioria dos dias inclusos nos períodos 

avaliados (Figura 5). Uma diferença marcante na magnitude da radiação solar foi 

observada quando comparados os níveis acima (5,5m) e abaixo (2,5 e 1,0 m) da 

copa, mas praticamente nenhuma diferença foi encontrada entre 2,5 e 1,0 m sob a 

copa (dados não mostrados), motivo pelo qual somente os resultados das leituras de 

radiação e esporulação para a altura de 1,0 m foram apresentados.

Visto que se considera ocorrer ‘dia de sol pleno’ quando o nível de radiação 

solar excede o valor de 0,12 KW.m-² (conforme definido pelo World 

Meteorological Organization - WMO), tal condição nunca ocorreu abaixo da copa 

(Figura 5a - nível ‘1,0 m’). Por outro lado, as diferenças na velocidade do vento 

acima e abaixo da copa foram muito menores, mostrando um comportamento 

similar nessas alturas durante os períodos experimentais. As observações das 

mudanças nesses dois parâmetros revelaram que, imediatamente antes dos 

momentos de esporulação, ocorreram claros descréscimos na intensidade de 

radiação e velocidade do vento (Figura 5 - setas pontilhadas). 
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Figura 5. Variação na radiação solar (a) e velocidade do vento (b) em relação à esporulação de Ts (barras 
verticais, eixo dos yy à direita). O total de vassouras esporuladas observado na área foi plotado para as alturas 
de 5,5 m (acima da copa) e 1,0 m (abaixo). Tanto os resultados climáticos quanto os de esporulação foram 
muito semelhantes entre as alturas de 2,5 e 1,0 m (não mostrado). Setas pontilhadas indicam o decréscimo na 
intensidade de radiação e da velocidade do vento imediatamente antes dos eventos de esporulação. Seta com 
linha sólida à esquerda identifica padrões favoráveis de radiação e velocidade do vento que não precederam 
nenhuma esporulação. Linhas horizontais pontilhadas indicam o limite mínimo de 0,12 KW.m-2 para 'dia de 
sol pleno'.

3.4.3. Avaliação dos parâmetros climáticos e esporulação de T. 

stromaticum no solo 

O nível total de esporulação de Ts foi maior no solo; entretanto, isto ocorreu de 

forma irregular, visto que momentos de esporulação muito baixa foram também 

observados (Figura 6 - experimento 2). É interessante notar que um gradual 

aumento nas temperaturas da serrrapilheira e no solo, foi observado durante o 

experimento 1, seguido por estabilização em níveis mais altos durante o 
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experimento 2 (Figuras 6b e 6c), ao passo que o aumento na umidade de vassouras 

ou do solo (Figuras 6a e 6d) foram essencialmente determinados pelo padrão de 

precipitação pluviométrica (Figura 2), com a provável contribuição das variações de 

radiação solar e de velocidade do vento nesses períodos (Figura 5). 

Figura 6. Variação nos parâmetros de umidade de vassoura (a) e temperatura (b) na serrapilheira, bem como 
temperatura (c) e conteúdo de umidade (d) do solo, em relação à esporulação de Ts (barras verticais). O 
número total de vassouras esporuladas na área nos tratamentos de solo aparece repetido em cada um dos 
quatro gráficos. Travessões paralelos indicam os intervalos curtos de mínima variação diária na temperatura 
(b), sendo os indicados pelos pontos de interrogação aqueles que não antecederam esporulações; setas para 
baixo indicam conteúdo de umidade do solo acima do limite observado de 0,34 m3/m3 para esporulação de T. 
stromaticum, indicado pela linha pontilhada horizontal.
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Um padrão microclimático específico antecedendo os eventos de esporulação 

sobre o solo foi observado, o qual foi caracterizado por (i) um aumento na 

intensidade e duração da umidade da vassoura, por pelo menos dois dias (Figura 

6a), do mesmo modo e padrão que para as vassouras acima do solo (Figura 3), e (ii)

temperatura da serrapilheira caracterizada por estar numa faixa estreita de variação 

(menor que 2ºC) durante o dia (Figura 6b), de modo semelhante ao padrão 

observado para a temperatura do ar (Figura 4). Notou-se de forma interessante que a 

esporulação de Ts no solo foi apropriadamente indicada por um padrão específico 

na umidade do solo, que é um conteúdo mínimo de umidade de  0.34 m3/m3 no dia 

antes da esporulação (Figura 6d – linha pontilhada e setas). Por outro lado, nenhum 

padrão específico foi observado para temperatura do solo em relação à esporulação 

(Figura 6c).

3.4.4. Análise da performance de biocontrole de C. perniciosa com base 

nos diferentes níveis do dossel e dos diferentes isolados de T. stromaticum

Os resultados, sustentados por análises estatísticas, claramente indicaram que 

a esporulação de Ts no campo é um parâmetro adequado para avaliar o processo de 

biocontrole, ao menos para os cinco isolados usados neste estudo (Tabela 1). Nas 

vassouras em que o Ts aplicado não esporulou durante a incubação no campo, 

houve um alto nível de presença residual de Cp entre 93% e 99% (Tabela 1). Por 

outro lado, tomando-se o grupo das vassouras em que o Ts esporulou, uma queda 

acentuada na incidência residual de Cp foi observada para todas as alturas, situando-

se entre 6 a 28%. Além disso, os resultados também apontam para um efeito da 

altura do dossel, visto que uma correlação inversa significativa foi encontrada entre 

aumento total de vassouras esporuladas e o descréscimo na altura das vassouras 

(coeficiente de correlação R = -0.9302); acima da copa (5,5 m) o total de 

esporulação foi de 16.3%, aumentando uniformemente para 39.2% sobre o solo 

(Tabela 1). 
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Tabela 1: Porcentagens de esporulações de T. stromaticum no campo e 
presença residual de  C. perniciosa, avaliado por incubação em câmara 
úmida após experimento de campo, de acordo com a altura no dossel. 

presença residual de Cp (%)
alturas do dossel 1

% 

vassouras 2 incidência 3 severidade 4

5,5 m     (104 vassouras)

esporuladas 16.3 17.6 8.8

não esporuladas 83.7 98.9 98.9
2,5 m    (108 vassouras)

esporuladas 26.8 27.6 13.8

não esporuladas 73.2 98.7 98.7

1,0 m    (112 vassouras)
esporuladas 30.4 5.9 4.4

não esporuladas 69.6 93.6 93.6

solo       (102 vassouras)
esporuladas 39.2 10.0 5.0

não esporuladas 60.8 93.5 93.5
1  O total de vassouras proveniente da área experimental, para cada altura, que foi usado nos experimentos 
de câmara úmida aparece entre parêntesis; as categorias ‘esporuladas’ e ‘não-esporuladas’ correspondem às 
vassouras com e sem Ts detectado no campo.
2  Os resultados da ANOVA mostraram diferença muito significativa na esporulação de Ts e na incidência 
residual de Cp entre as alturas (valores F de 4,840 e 4,804, respectivamente; P < 0.001).
3 Calculada para cada uma das 2 categorias de esporulação de Ts (indicadas na coluna da esquerda) como 
sendo o 'nº de vassouras com Cp residual' / 'total de vassouras na categoria' x 100. Os resultados da 
ANOVA mostraram diferenças estatisticamente muito significativas na incidência residual de Cp entre as 
vassouras esporuladas e não esporuladas (F = 80,904; P<< 0,001).
4 Calculada para cada categoria de esporulação de Ts como sendo o 'nº de pedaços de vassouras com Cp 
residual' / 'total de pedaços de vassouras na categoria' x 100. Os valores iguais de incidência e severidade de 
Cp apresentados para vassouras não esporuladas em todas as alturas está indicando que a severidade foi de 
100% entre as vassouras com presença residual de Cp.

Os resultados de esporulação no campo (Figura 7) demonstraram (i) que os 

isolados foram diferentes entre si, com '643' e '639' esporulando significativamente 

mais do que os outros, e (ii) que a resposta biológica para os fatores microclimáticos 

é, de fato, isolado-específica É importante mencionar que, apesar da existência de 

um efeito de posição no dossel sobre a esporulação (Tabela 1), o padrão de

diferenças na esporulação entre isolados foram consistentes em todas as alturas, 

razão pela qual apresentamos o total de esporulação por isolado na área 

experimental (Figura 7). Além disso, o comportamento dos isolados no campo do 
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primeiro para o segundo experimento foram reproduzíveis. Estes resultados 

sugerem uma resposta específica de isolados individuais de Ts aos padrões de 

variação nos parâmetros meteorológicos, de uma forma diferente daquelas que 

ocorrem quando os parâmetros físicos testados são constantes, como acontece 

durante experimentos in vitro.

Figura 7. Esporulação de cinco isolados de Ts a campo sob condições ambientais típicas de cultivo de cacau 
no sudeste da Bahia. Os resultados representam a percentagem média de esporulação de cada isolado nas 
quatro alturas do dossel testadas (ver Tabela 1), com quatro repetições para cada altura (ver Métodos). O 
tratamento controle (incubação das vassouras nas mesmas condições, mas sem aplicação de Ts) não 
apresentou esporulação. O isolado ‘64’ é a base para o produto comercial de biocontrole ‘TRICOVAB®’ (ver 
Introdução). Barras com diferentes letras representam diferenças estatisticamente significativas em 
esporulação entre os isolados, como indicado pelo teste de Tukey (P<0,001).

3.5.  DISCUSSÃO

Tem sido reconhecido mundialmente que o uso em grande escala de agentes 

de controle biológico (ACBs) em culturas comerciais é ainda limitado devido a uma 

indesejável inconsistência da atividade de biocontrole, bastante influenciada pelos 

efeitos de variações bióticas e abióticas imprevisíveis no ambiente (BENITEZ et al., 

2004; ASSANTE et al., 2004; ELAD, 2003). Assim, um conhecimento mais 

profundo sobre como estes fatores abióticos relacionados ao clima interferem com a 

ação dos ACBs pode ajudar no estabelecimento de estratégias mais eficientes e de 



36

melhor custo para o controle biológico de doenças de plantas, sob uma perspectiva 

de manejo integrado (KREDICS et al., 2003; HOOPEN et al., 2003; KRAUSS; 

SOBERANIS, 2002). Neste trabalho, uma análise integradora foi aplicada para 

dissecar, sob condições de campo, interferências específicas e combinadas de 

diferentes parâmetros microclimáticos sobre a ação de biocontrole de isolados de 

Trichoderma stromaticum (Ts) contra o agente causal da vassoura-de-bruxa do 

cacaueiro, o fungo Crinipellis perniciosa (Cp). Como discutido a seguir, o conjunto 

de evidências apresentado está permitindo demonstrar que, de fato, é a ação 

simultânea e coordenada de diversos fatores meteorológicos que criam uma 

condição microclimática específica que, em última análise, determina o efeito 

fenotípico dos agentes de biocontrole (ACBs). Esta interpretação dos resultados e 

observações está em concordância com a idéia de que células microbianas, sujeitas 

a múltiplos fatores, não podem ter os efeitos e interações recíprocas das variáveis 

individuais avaliadas de maneira independente (SINIGAGLIA et al., 1998). Para 

nosso conhecimento, este é o primeiro relato deste gênero e espera-se que a lógica 

dos métodos e informações apresentadas sejam úteis para estudos em outros 

sistemas.

Relatos prévios sobre a interferência dos fatores físicos nos sistemas de 

biocontrole apontam para um papel mais relevante da temperatura e umidade em  

determinar fenótipos fungícos e suas interações antagonistas com insetos 

(BIDOCHKA et al., 2002) e fungos patogênicos (HOOPEN et al., 2003; KREDICS

et al., 2000; 2004; DIK; ELAD, 1999). No caso específico de Ts, trabalhos 

anteriores indicaram que o conteúdo de umidade de vassoura correlacionou-se 

significativamente com os totais de chuvas e temperatura máxima diária, mas não 

com a média da umidade relativa do ar (UR) nem com as temperaturas mínimas 

diárias (SANOGO et al., 2002). Os resultados observados neste trabalho, 

estenderam essas observações, confirmando a importância da variante ‘chuva’ na 

modulação da umidade da vassoura, temperatura e  UR do ar , pois esses parâmetros 

estiveram associados à precipitação em muitos momentos, durante o período 

analisado (Figura 2). Entretanto, como houve discrepâncias em relação aos padrões 
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observados, a interferência de outros fatores climáticos, tais como radiação solar e 

direção do vento (Figura 5), na modulação final desses parâmetros tiveram que ser 

consideradas. Normalmente, a chuva é consequência do aumento do nível de 

umidade no ar, até o ponto de saturação em que ocorre condensação e precipitação, 

que, por sua vez, causa descréscimo da UR (VATTAY; HARNOS, 1994); é bem 

possível que, em certas ocasiões, a ação combinada de outros fatores no 

microambiente do experimento de campo, especialmente radiação solar global, 

temperatura e movimentos do ar (TUBELIS; NASCIMENTO, 1984), possam ter 

prevenido a precipitação de água, permitindo a manutenção da umidade do ar em 

altos níveis, ou, ao contrário, causando a condensação e chuva, reduzindo 

drasticamente a umidade do ar local. Outra possibilidade é que nem todos os tipos e 

intensidades de chuva fornecem o mesmo padrão de partição da água precipitada 

através do dossel do cacau, em termos de ‘queda direta’, ‘escorrimento pelo caule’ e 

‘perdas por interceptação’ (MIRANDA, 1994), gerando, portanto, formas 

alternativas de variação na umidade e, por isso, distintas interações com a 

temperatura. De qualquer modo, uma análise detalhada da ação dos parâmetros 

meteorológicos registrados, incluindo mais leituras além dos dois limites de ‘dia’ e 

‘noite’ deste trabalho, certamente é necessária para ajudar a compreender melhor 

essas aparentes discrepâncias de associação com chuva.

Sobrevivência, crescimento, reprodução, abundância e comportamento geral 

de biocontrole estão entre os parâmetros biológicos fúngicos que demonstraram 

responder a fatores ambientais (KREDICS et al., 2000; 2004; HOOPEN et al., 

2003; SANOGO et al., 2002; DIK; ELAD, 1999). Em nosso sistema de estudo, a 

produção de conídios de Ts sobre as vassouras (esporulação) provou ser um 

adequado parâmetro para as análises, não somente por representar o fechamento do 

ciclo de vida, e assim, uma medida da adaptação de um isolado, mas também 

porque ele serve como um indicador direto da atividade de biocontrole sobre Cp

(Tabela 1 - ver adiante). Estudos prévios in vitro indicaram que umidade de 

vassoura abaixo de 30% impede a esporulação de Ts, sugerindo um papel chave 

para este parâmetro (SANOGO et al., 2002). Uma observação detalhada da variação 
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de umidade de vassoura em todas as três alturas confirma esses resultados, pois a 

esporulação de Ts ocorreu sempre após curtos períodos (1 a 3 dias) nos quais a 

umidade de vassoura esteve acima daquele nível (Figura 3). Contudo, o fato de se 

ter também observado padrões de variação de umidade favoráveis que não foram 

seguidos por esporulação remete-nos à necessidade de explicações alternativas. Por 

exemplo, variações específicas encontradas para todos os fatores climáticos 

estudados podem ter criado uma interferência integrada e específica na biologia do 

antagonista (BENITEZ et al., 2004) de forma que algumas delas não foram capazes 

de disparar a esporulação. Com uma análise mais aprofundada destas variações, 

utilizando-se mais do que duas leituras diárias da estação, espera-se descobrir 

potenciais padrões alternativos de interferência do clima na biologia do Ts e, assim, 

um melhor entendimento do processo como um todo. 

Algumas limitações reconhecidas para o uso de Trichoderma spp como 

biofungicida vêm do fato de que a maioria dos isolados são termicamente 

mesofílicos e não apropriadamente tolerantes a altos potenciais osmóticos, causado 

pelas condições ambientais extremas (KREDICS et al., 2003), razão pela qual 

procedeu-se com a análise dos efeitos da temperatura e UR do ar nos isolados sob 

estudo. Esta análise foi ainda motivada pela conexão encontrada entre seus padrões 

de variação e aqueles de chuva e umidade da vassoura (Figura 2). Os 

comportamentos da temperatura e UR do ar foram muito semelhantes acima e 

abaixo da copa (dados não mostrados), sugerindo fortemente que a turbulência do ar 

e seu movimento em todas as direções na plantação de cacau resulta em 

homogeneização dos valores destes dois parâmetros no perfil do dossel; isso 

indicaria que estas avaliações em diferentes alturas são desnecessárias. Além disso, 

como as diferenças na esporulação foram estatisticamente significativas entre as 

alturas da copa (Tabela 1), a modulação em outros parâmetros climáticos (Figuras 

3, 5 e 6) parecem ser tão importantes quanto à variação na umidade e temperatura 

do ar. Tomados em conjunto, os resultados sugerem que, provavelmente, o que 

impede uma esporulação mais freqüente e sem interrupção nas condições do campo 

é a alta variação diária na temperatura do ar (faixas de variação diária de 5ºC a 
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12ºC entre os valores diurnos e noturnos) e UR (faixas de variação de 20% a 50% 

entre 4:00 e 16:00 h), de modo que a esporulação de Ts é disparada essencialmente 

quando esta variação é reduzida a faixas estreitas de alta umidade em torno de 90% 

e temperaturas ao redor de 24ºC (Figura 4). Isto está em perfeita concordância com 

dados prévios em que experimentos in vitro e de campo definiram basicamente os 

valores de temperatura e umidade para esporulação de Ts como sendo 20 - 30ºC e 

UR acima de 75% (SANOGO et al., 2002); todavia, nossos resultados expandiram 

essas observações ao mostrar que os determinantes de fato para esporulação de Ts 

não são somente os limites naturais de umidade de vassoura, temperatura e umidade 

do ar nos quais o fungo pode operar metabolicamente (Figuras 3 e 4), mas 

principalmente a forma e magnitude em que esses parâmetros meteorológicos 

variam no campo.

Considerando as poucas, mas relevantes discrepâncias encontradas entre os 

padrões de variação de umidade da vassoura, temperatura e UR do ar em relação à 

precipitação pluviométrica e à esporulação de Ts (Figuras 2, 3 e 4), as variações em 

dois outros parâmetros - radiação solar e direção do vento - pôde ajudar a explicar 

essas ocorrências ‘fora de padrão’ (Figura 5). Radiação solar está conectada à 

velocidade do vento pela elevação na temperatura (aquecimento), a qual gera um 

decréscimo localizado na pressão atmosférica e, portanto, o estabelecimento de 

gradientes que induzem o movimento do ar a partir de outras áreas de alta pressão 

(TUBELIS; NASCIMENTO, 1984). Assim, não é inesperado que ambos os 

parâmetros variem coordenadamente em muitas circunstâncias. A partir dos dados 

da Figura 5, ficou evidente que o decréscimo coordenado na intensidade de radiação 

e velocidade do vento muito provavelmente contribuiu para explicar a manutenção 

das umidades de vassoura e relativa do ar em níveis maiores, bem como para 

diminuir a amplitude de variação diária na temperatura do ar, durante os curtos 

intervalos pré-esporulação (Figuras 3 e 4). Foi marcante o fato de que, para todos os 

eventos de esporulação, a intensidade de radiação caiu abaixo do limite de 0.12-

KW.m-² para 'dia de sol pleno' (Figura 5a). Isso fortemente sugere que as condições 

microclimáticas para esporulação de Ts são difíceis de serem atendidas sob sol 
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pleno, implicando que a presença de nuvens seria necessária. Além disso, pôde ser 

observado que condições de sol pleno nunca ocorreram nas alturas de 1,0 e 2,5 m 

(Figura 5a), sugerindo portanto que a variação na radiação solar abaixo da copa 

parece não ser um parâmetro de interferência relevante a ser medido; é mais 

provável que a influência da radiação solar esteja relacionada às mudanças de 

temperatura (aquecimento) e umidade relativa do ar (secamento) sobre a copa, que 

seriam, então, rapida e totalmente homogeneizados pela turbulência do ar, como já 

discutido (Figura 4). Obviamente, para as vassouras colocadas acima da copa, a 

radiação solar passa a ser um fator climático bastante relevante para esporulação de 

Ts (Figura 5a), não apenas devido aos seus efeitos diretos sobre, e interconectados 

com, outros elementos meteorológicos relacionados (TUBELIS; NASCIMENTO,

1984), mas também devido à sua potencial pressão de seleção sobre isolados de 

Trichoderma mais tolerantes à radiação solar direta (HOOPEN et al., 2003). 

Um estudo sistemático realizado por Sanogo et al. (2002), confirmado neste 

trabalho, indicou que vassouras inoculadas com Ts e postas sobre o solo (na camada 

de folhas mortas que compõe a ‘serrapilheira’) são usualmente mais extensivamente 

esporuladas do que acima do solo. Considerando que (i) a amplitude de variação 

diária na temperatura da serrapilheira foi no geral menor do que no ar (Figura 6b), 

(ii) a temperatura no solo oscilou na maior parte do tempo ao redor da faixa mais 

favorável à esporulação de Ts (isto é, entre 22 e 26 ºC - Figura 6c), (iii) a amplitude 

de variação diária na umidade da vassoura tende a se reduzir linearmente com o 

descrécimo em altura (Figuras 3 e 6a), e (iv) os ambientes do solo e da serrapilheira 

exercem uma importante interferência nas camadas de umidade e temperatura 

imediatamente acima da superfície (onde as vassouras do solo localizaram-se), é 

razoável assumir que todas essas condições são mais apropriadas para a biologia de 

Ts, explicando, assim, os altos níveis de esporulação sobre o solo. É importante 

apontar que padrões específicos pré-esporulação identificados para umidade de 

vassoura (Figura 6a) e temperatura (Figura 6b) na serrapilheira não são diferentes 

em essência daqueles correspondentes aos parâmetros aéreos (comparar com as 

Figuras 3 e 4b). Além disso, apesar de a amplitude total de variação na temperatura 
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da serrapilheira ter sido intermediária entre as temperaturas do ar e do solo, as 

mesmas faixas estreitas de intervalo pré-esporulação (incluindo as ‘fora de padrão’) 

puderam ser detectados. Desses resultados, podemos sustentar que a colocação de 

sensores de umidade da vassoura e temperatura do ar em somente uma das alturas 

pode ser suficiente para a proposta de monitoramento dos efeitos desses parâmetros 

meteorológicos sobre os mecanismos biológicos de Ts. Neste sentido, sensores de 

temperatura do ar, localizados acima do solo seriam preferenciais, pois assim os 

padrões de variação pré-esporulação podem ser imediatamente distinguidos devido 

ao maior contraste entre eles e as variações diárias maiores (Figuras 3b e 5b); por 

outro lado, sensores de umidade de vassouras colocados na serrapilheira mostraram 

um perfil mais estável para os períodos de umidade acima de 30%, servindo, 

portanto, como um melhor indicador dos padrões pré-esporulação.

A modulação da temperatura do solo foi avaliada nesse estudo, não apenas 

porque se esperava que mostrasse, no geral, uma faixa de variação muito mais 

estreita aos 5 cm de profundidade, mas também porque o solo pode servir como 

fonte de calor à noite para as camadas de ar bem próximas da superfície (TUBELIS; 

NASCIMENTO, 1984). A primeira situação foi claramente confirmada, pois a 

variação de temperatura do solo em condições tropicais típicas de plantação de 

cacau mostrou uma variação de amplitude diária bem menor e mais consistente 

(dentro de uma faixa de somente 0,5 ºC) quando comparada à variação da 

temperatura do ar (entre 2ºC a 12ºC - Figura 4). Essa variação diária bastante 

pequena na temperatura do solo é provavelmente conseqüência tanto da radiação 

solar sempre de baixa intensidade atingindo o solo (Figura 5), devido ao 

sombreamento da copa, quanto da transferência ineficiente de calor do ar para o 

solo pelos gradientes de temperatura formados (Figuras 4 e 6). Interessantemente, é 

marcante a associação encontrada entre esporulação no solo e conteúdo mínimo de 

umidade do solo de 0,34 m3/m3, que, até o momento, foi o único parâmetro que não 

apresentou comportamentos ‘fora da tendência’ (Figura 6d). O fato de que o 

conteúdo de umidade do solo não foi estritamente associado com o padrão de 

chuvas apresentado na Figura 2 pode ser explicado por distintas formas de partição 
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da chuva através do dossel do cacau; já foi previamente demonstrado que diferentes 

percentagens de 'perdas por interceptação', 'queda direta' e 'escorrimento pelo caule' 

podem ocorrer após diferentes tipos e intensidades de chuvas (MIRANDA, 1994), o 

que, por sua vez, pode alterar o teor de umidade do solo, que é o depósitário líquido 

da água da chuva.

Visto que todas as análises descreveram um perfil temporal dos parâmetros 

microclimáticos, usando a esporulação de Ts como referência biológica em nosso 

sistema de biocontrole, foi necessário demonstrar sua direta ligação com o controle 

do fitopatógeno-alvo. Com os resultados apresentados na Tabela 1, fornecemos 

evidências para a validação de todas as análises microclimáticas descritas (Figuras 3 

a 6), no sentido de que os efeitos dos parâmetros físicos sobre esporulação de Ts

realmente serve como uma maneira direta para avaliar a interação entre fatores 

meteorológicos e a atividade de biocontrole dos ACBs. Desse modo, o efeito 

estatisticamente significativo da posição no dossel (altura) no sistema de interação 

antagônica aqui estudado não seria surpresa (Tabela 1), pois a maioria dos 

parâmetros analisados também mostraram distintos comportamentos entre as 

diferentes alturas. Neste ponto, vale a pena uma análise mais atenta da interação 

genótipo-ambiente. Até o momento, as tendências identificadas para interferência 

do microclima na esporulação de Ts considerou os cinco isolados em conjunto 

(Figuras 3 a 6), baseado em duas premissas razoáveis: (i) a variação dos parâmetros 

de microclima ocorreu de uma mesma forma para todos os isolados, devido ao 

delineamento experimental adotado ao redor da estação climatológica (ver 

Métodos), e (ii) as interpretações e conclusões sobre os dados de interação biologia-

clima poderiam ser generalizadas. Assim, a existência de respostas específicas por 

isolado à variação meteorológica seria o indicativo de diferenças na interação 

genótipo-ambiente afetando o fenótipo. De fato, este foi o caso aqui, visto que os 

cinco isolados testados pertencem a dois distintos grupos genéticos (SOUZA et al., 

2005), e dois deles demonstraram uma atividade de biocontrole significativamente 

maior do que os outros (Figura 7). Tomados em conjunto, esses resultados reforçam 

um novo paradigma sobre as forças determinantes da estrutura e dinâmica de 
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populações de fungos (BIDOCHKA et al., 2002): a adaptação a distintos habitats 

(ambientes) seria mais relevante como critério de escrutínio e identificação de 

melhores ACBs do que a simples adaptação diferencial aos organismos hospedeiros. 

Conforme mencionado acima, os resultados aqui apresentados demonstram 

que, no campo, a atividade apropriada dos ACBs não é essencialmente dependente 

de valores absolutos dos parâmetros meteorológicos relacionados, mas sim de 

menores faixas de variações diárias (modulação entre as leituras do ‘dia’ e da 

‘noite’), que provavelmente condicionam um sustentado metabolismo e fisiologia 

por períodos mais longos. Tomando todas as avaliações climáticas juntas, percebeu-

se claramente que o menor nível de esporulação de Ts acima da copa (a 5,5 m -

Tabela 1) foi devido a uma muito maior variação diária nas condições 

microclimáticas nesta posição, provavelmente dirigida pelo efeito combinado da 

radiação solar e precipitação, numa condição que é marcadamente distinta abaixo da 

copa e sobre o solo. Considerando que a radiação solar acima da copa na verdade 

interferiria com o microclima em toda a plantação (ver acima), pode-se sugerir um 

novo paradigma para estudos dos efeitos do clima: ao invés de concentrar a análise 

de fatores físicos na umidade e temperatura, uma observação sistemática dos 

padrões de variação na radiação solar e na precipitação pluviométrica (em escalas 

locais, regionais e globais) forneceria indicadores mais previsíveis e gerenciáveis 

para o manejo de controle de doenças. As vantagens de se usar tal controle 

climático em estratégias de manejo integrado de pragas e doenças, com base em 

sistemas de suporte decisório, tem sido salientada (ELAD 2003; DIK; ELAD, 

1999). Esquemas de aplicação no campo de ACBs de melhor relação eficiência-

custo podem ser alcançados quando for considerada a ocorrência de microclimas 

mais favoráveis; por exemplo, o uso de menos químicos quando o clima é limitante 

para ACBs é tido como uma estratégia efetiva para permitir consistência de 

biocontrole, seja no filoplano ou no solo (HJELJORD; TRONSMO, 1998).

A partir dos resultados apresentados aqui, algumas perspectivas podem ser 

levantadas. Primeiro, o conhecimento sobre os padrões de interferência do clima 

nos diferentes ACBs pode ser combinado com outros requerimentos biológicos 
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específicos, não somente para estabelecer formulações mais eficientes, mas também 

para definir mais apropriadamente os melhores momentos de aplicação no campo, 

em termos de estação do ano e frequência. Obviamente, o isolado usado deve ser 

distinguível de outras populações presentes na área, para o quê marcadores 

moleculares ou bioquímicos podem ser empregados (HOOPEN et al., 2003; 

PUNJA; UTKHEDE, 2003; ver Capítulo II). Segundo, procedimentos de escrutínio 

por isolados de melhor desempenho de biocontrole no campo podem ser associados 

à análise sistemática das variações meteorológicas locais, de modo que a 

interpretação dos resultados seria mais precisa. Essa abordagem, supostamente, 

ajudaria a reduzir a já citada inconsistência de uso do controle biológico em larga 

escala, não apenas por revelar aspectos desconhecidos da susceptibilidade do ACB 

à influência ambiental que pode redirecionar decisões de manejo, mas também por 

permitir sua integração com calendários de aplicação de fungicidas químicos, de 

acordo com requerimentos ecológicos (ELAD, 2003). Por último, esforços de 

pesquisa e investimento no desenvolvimento de alternativas biotecnológicas 

(KREDICS et al., 2004; BAINTON et al., 2004) para o controle de doenças (ou 

insetos) poderão enfocar novos e criativos atributos para os ACBs, evitando assim 

freqüentes sobreposições com opções naturais, pré-existentes e mais econômicas 

que podem ser similarmente eficientes no manejo de pragas; um entendimento mais 

detalhado das influências climáticas na biologia de organismos úteis ajudaria muito 

nessas tomadas de decisão. 

De fato, com base na gama de informações aqui apresentadas, bem como nos 

resultados de pesquisa em andamento, nosso grupo já iniciou uma linha de 

investigação em modelagem matemática e simulação, com objetivo de fornecer uma 

descrição dinâmica e integrada do sistema 'cacau - C. perniciosa - T. stromaticum -

ambiente' que, espera-se, seja útil no desenvolvimento de estratégias inovadoras, 

ambientalmente sustentáveis, eficientes e de baixo custo para o manejo da cultura. 

Espera-se que o trabalho apresentado tenha fornecido informações e idéias úteis 

para o desenvolvimento de esquemas mais consistentes e ambientalmente 

sustentáveis para o uso do controle biológico em grande escala, em um manejo 
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integrado de doença, não somente para o cacaueiro e vassoura-de-bruxa, mas 

também para outras espécies, ambientes e sistemas de produção agrícola.
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4.   CAPÍTULO II

Desenvolvimento de marcadores microssatélites para Trichoderma 

stromaticum (Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae), antagonista ao agente 

causal da 'vassoura-de-bruxa'do cacaueiro.

(Artigo a ser submetido)

4.1. RESUMO

Trichoderma stromaticum é um fungo ascomiceto antagonista utilizado no 

controle da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, doença causada pelo fungo 

basidiomiceto Crinipellis perniciosa. Este trabalho descreve as etapas para o 

desenvolvimento e caracterização de 11 loci microssatélites amplificados a partir do 

DNA extraído de 10 isolados representativos da diversidade genética de T. 

stromaticum, pertencentes a dois grupos genéticos distintos. Dos 11 loci testados, 

oito pares de primers produziram fragmentos específicos e com o tamanho esperado 

e de boa qualidade em temperatura de anelamento de 58 ºC; os três restantes 

produziram amplificação com temperatura de anelamento de 45 ºC. Uma primeira 

análise de polimorfismo em gel de poliacrilamida 5% foi realizada com seis dos 11 

primers, revelando que apenas o locus microssatélite MTs2 mostrou-se claramente 
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polimórfico, quando testado contra os dez isolados de T. stromaticum. Os resultados 

sugerem que a análise dos demais loci e o uso de mais isolados poderão identificar 

um conjunto de marcadores microssatélites que ajudarão nos estudos das 

propriedades genotípicas e de relações entre os isolados de T. stromaticum.

Palavras-chave: marcadores - microssatélites (SSR) - Trichoderma stromaticum –

biocontrole - C. perniciosa.

4.2. INTRODUÇÃO

O gênero Trichoderma é considerado como o ‘anamorfo’ de Hypocrea e 

diversas de suas espécies são famosas mundialmente por serem excelentes agentes 

de controle biológico (CHAVERRI et al., 2001). Trichoderma stromaticum

Samuels & Pardo-Schultheiss, espécie antagonista a Crinipellis perniciosa (Stahel) 

Singer, tem sido usado experimentalmente com bons resultados no controle 

biológico da vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao L.) (COSTA; 

BASTOS, 2001; BEZERRA et al., 2003). Samuels et al. (2000) descreveu esta 

espécie a partir de culturas levadas da Bahia e provenientes dos estados do Pará e 

Rondônia (BEZERRA et al., 2003), mas não mencionou a existência do seu 

‘teleomorfo’, isto é, a fase sexuada do seu ciclo reprodutivo. No entanto, Bezerra et 

al. (2003) demonstrou a conexão entre T. stromaticum e a Hypocrea sp., ou seja, o 

seu teleomorfo, com base em dados morfológicos e moleculares, denominando esta 

fase teleomórfica de Hypocrea stromatica sp. nov. Assim, a existência de uma fase 

sexuada no ciclo reprodutivo deste fungo assegura um mecanismo relevante de 

formação de variabilidade genética nas populações naturais.

Estudos recentes revelaram existir abundância de isolados nativos de T. 

stromaticum pertencentes a dois grupos genéticos distintos (SOUZA et al., 2005), 

bem como ampla plasticidade fenotípica entre esses isolados no biocontrole de C. 

perniciosa (A.W.V. Pomella, dados não publicados). Potencialmente, qualquer 

espécie viva pode ser estudadas eficientemente por marcadores moleculares, 
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principalmente os baseados em polimorfismos do DNA, (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1995). Este tipo de marcador têm sido utilizadoS com sucesso 

em diferentes estudos genéticos das espécies de Trichoderma (COSTA et al., 2003). 

Marcadores baseados na PCR (polymerase-chain reaction), tais como RAPD, 

AFLP, STR e microssatélites, são os mais utilizados (ZUCOLOTO, 2003). 

Trabalhos com marcadores RAPD (COSTA et al., 2003; QI et al., 1996), ITS

(revisado em KUBICEK et al., 2002) e mais recentemente com AFLP (SOUZA et 

al., 2005) já foram utilizados com sucesso na elucidação das diferenças genéticas 

(diversidade) existentes entre as espécies de Trichoderma spp e entre isolados de 

uma mesma espécie (incluindo T. stromaticum). Os Microssatélites (ou simple-

sequence repeats - SSR) são repetições em tandem do DNA de um a seis pares de 

bases (MAKOVA et al., 2000; ZANE, 2001) e, por possuírem alto teor informativo 

(REZENDE, 2004), têm sido utilizados em estudos de genética de populações, 

genética forense e mapeamento gênico por ligação (MAKOVA et al., 2000). , tendo 

sido bastante efetivos em estudos de diversidade em populações de vários 

microrganismos, como por exemplo Beaveria bassiana, fungo ascomiceto e agente 

de controle biológico de insetos-pragas (REHNER; BUCKLEY, 2003), e 

Ceratocystis fimbriata, fungo patogênico de plantas que tem devastado diversas 

culturas economicamente importantes (STEIMEL, 2004).

Seqüências de DNA SSR de tamanhos diferentes representam alelos, pois a 

variação no comprimento do produto amplificado é função do número de unidades 

de seqüências repetidas (REZENDE, 2004; ZUCOLOTO, 2003; ZANE, 2001). 

Quando estas sequências básicas se repetem mais de seis vezes, os microssatélites 

são altamente polimórficos (WEBER, 1990). O principal mecanismo responsável 

pela geração de variantes em tamanho é o erro de pareamento causado pelo 

escorregamento da DNA polimerase na fita molde (ZUCOLOTO, 2003; 

REZENDE, 2004; ZANE, 2001). Além disso, a deficiência na reparação dos erros 

de duplicação aumenta a instabilidade dos microssatélites (DRUMMOND et al., 

1995). Por ser normalmente flanqueado por segmentos de DNA únicos e 
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conservados, é possível definir primers que amplifiquem especificamente um único 

loco de microssatélites (REZENDE, 2004). 

Apesar de existirem importantes informações preliminares sobre a diversidade 

genética de T. stromaticum (SOUZA et al., 2005), dados dessa natureza são ainda 

necessários, principalmente quanto ao potencial de diferenciação rápida e eficiente 

de indivíduos (isolados) dentro de cada grupo. Este trabalho teve como objetivo o 

desenvolvimento e caracterização de marcadores microssatélites que poderão 

enriquecer e facilitar os estudos sobre a diversidade genética entre os diversos 

isolados nesta espécie, bem como permitir a definição de estratégias moleculares 

para fingerprinting de isolados, visando monitoramento daqueles aplicados a campo 

em controle biológico. 

4.3. MATERIAIS E MÉTODOS

4.3.1. Obtenção dos isolados

Os isolados de T. stromaticum (Ts) utilizados neste estudo foram referidos 

recentemente como pertencentes a dois grupos genéticos distintos (I e II, SOUZA et 

al., 2005). Dez isolados foram utilizados, sendo cinco deles classificados como  

‘grupo I’ (isolados 643, 639, 679, 663 e 662) e cinco como ‘grupo II’ (isolados 323, 

64, 56, 657 e 1227). Estes isolados foram gentilmente cedidos pela instituição de 

pesquisa Fazenda Experimental Almirante Cacau, situada no município de Itajuípe-

BA.

4.3.2. Condições de crescimento dos isolados e extração de DNA

O micélio para a extração de DNA foi obtido através de crescimento dos 10 

isolados de Ts por 10 dias, em erlenmeyers de 1 L, contendo 300 mL de meio 

líquido TLE, sob agitação contínua de 120 rpm e temperatura constante de 25 C. 
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As hifas foram coletadas por filtração, através de papel filtro comum sobre um funil 

Buchuner. Procedeu-se com a retirada do excesso de meio de cultura por leve 

lavagem com água destilada e, em seguida, os micélios foram colocados para 

liofilização. A extração de DNA foi realizada utilizando-se o protocolo de Reader e 

Broda (1985), otimizado para este fim em relação a Trichoderma. O pélete final de 

DNA foi ressuspendido em 100L de uma solução de RNAse 40 g.mL-1 em água 

destilada e deionizada estéril (água DDE), própria para PCR. A qualidade do DNA 

extraído foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% e sua 

quantificação foi estimada por comparação visual com quantidades conhecidas do 

padrão de peso molecular aplicadas no gel. As concentrações do DNA foram

ajustadas para 10 picomoles.L-1 para todos os isolados.

4.3.3. Desenho dos primers e nomenclatura dos microssatélites

Os pares de oligonucleotídeos (primers) diretos (F) e reversos (R) foram 

definidos a partir de seqüências genômicas de Ts, previamente obtidas e gentilmente 

cedidas pelo Dr. Jorge Teodoro de Souza. Potenciais regiões contendo marcadores 

SSR foram identificadas e serviram de base para o desenho de 11 pares de primers, 

utilizando-se o programa 'Primer3' de acesso livre via internet 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Para a definição dos 

primers (óligos), utilizou-se os seguintes critérios: (i) inexistência de bases 

redundantes, (ii) distância mínima de 50 nucleotídeos entre as SSR, (iii) tamanhos 

entre 18 e 24 nucleotídeos, sem sequências repetitivas internas ao óligo, (iv)

porcentagem de CG entre 50 e 55%, preferencialmente, (v) presença de 

preferencialmente um C ou G na extremidade 5’ (ajustes manuais posteriores foram 

feitos na extremidade 3’ para tentar aumentar a presença de CGs), e (vi) 

temperaturas de anelamento entre 45 e 65ºC, com diferença de 3 a 4ºC entre os 

primers F e R do par, permitindo a sua utilização na mesma reação com baixa ou 

nenhuma auto-hibridização ou hibridização entre si. Para a nomenclatura dos 

primers utilizaram-se três letras e um número. A primeira letra (M) corresponde à 
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'microssatélite' e as duas letras subseqüentes (Ts) equivalem às iniciais de 

Trichoderma stromaticum. O número diferencia os pares de primers entre si. Desta 

forma, os marcadores microssatélites utilizados neste estudo foram MTs2, MTs3, 

MTs4, MTs5, MTs5-1, MTs6, MTs7, MTs8, MTs9, MTs10, MTs11.

4.3.4. Amplificação dos fragmentos pela reação de polimerização em 

cadeia (PCR)

Os pares de primers descritos acima foram sintetizados pela empresa 

Bioneer™. Seguindo-se as informações do fabricante para cada primer, foi 

adicionada água DDE para a constituição dos estoques de modo que a concentração 

final para todos foi de 100 picomoles.L-1. Para amplificação via PCR, foi obtido 

um volume final de 20 L para cada reação através da mistura de 2,0 L de Tampão 

10X, 2,0 L de dNTPs (a 2,5 mM cada), 1,2 L de Cloreto de Magnésio (a 50 mM), 

0,5 L de cada primer (a 10 pmoles. L-1 cada), 0,4 L de Taq polimerase (a 5 U. 

L-1), 1,5 L da amostra de DNA (a 10 pmoles. L-1) e o restante 11,9 L de água 

DDE. Estas reações foram submetidas a uma desnaturação inicial em uma 

temperatura de 94ºC por 2 min, seguida por 10 ciclos de desnaturação a 94ºC por 45 

s, anelamento dos primers a 58ºC por 45 s (decrescendo 1ºC a cada ciclo sucessivo) 

e alongamento a 72ºC por 1 min, seguida por 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 

45 s, anelamento dos primers a 48ºC por 45 s e alongamento a 72ºC por 2 min. 

Alíquotas de 3 L de cada reação foram analisadas por fotografia digitalizada 

obtida após eletroforese em gel de agarose 0,8% e coloração com brometo de etídio.

4.3.5. Análise de polimorfismo por eletroforese em Poliacrilamida

As amostras foram submetidas a gel de poliacrilamida 5% com 0,5 mm de 

espessura para a detecção de polimorfismo entre os isolados. Utilizou-se o sistema 

eletroforético “Seq Gen GT” (BioRad®) de 38 x 50 cm e 'pente' para 60 amostras. 

Foram utilizados 420,4 g de uréia, 3 g de bisacrilamida, 60 g de acrilamida e TBE 
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1x até completar o volume de 1 L para preparar a solução matriz dos géis. Esta 

solução foi filtrada e armazenada em frascos envoltos com papel alumínio para 

proteção contra a luz. As placas utilizadas foram limpas com etanol 95%, sendo que 

na placa maior foi aplicada 2 mL de ‘REPEL’ e na menor foi aplicada uma menor 

quantidade de solução ‘BIND’ (ambos da Amersham Biosciences®), visando 

assegurar a permanência do gel na placa menor quando as placas fossem separadas 

após a eletroforese. O gel foi preparado com a adição de 120 L de TEMED e 800 

L de persulfato de amônia 10% em 120 mL de solução matriz. Para cada 20 L de 

produto de amplificação de DNA foi adicionado 10 L de tampão de amostra 

(SAMBROOK et al., 1989) para eletroforese, contendo formamida a 95 %. As 

amostras foram desnaturadas a 95ºC por 5 min. Após pré-corrida do gel por 1-2 h a 

uma potencia de 80 W, as amostras foram aplicadas sob potência constante de 80 W 

por aproximadamente 3 h. O método para revelação dos géis foi seguido de acordo 

com o protocolo proposto por Creste et al (2001) que utiliza nitrato de prata. Dos 11 

marcadores microssatélites testados foram escolhidos para análise os que 

apresentaram melhores resultados nas amplificações (ver Figura 3): MTs11, MTs7, 

MTs2, MTs3, MTs5 e MTs4.

4.4. RESULTADOS

4.4.1. Extração do DNA

A eletroforese em gel de agarose 8% demonstrou que a metodologia 

empregada para extração do DNA dos isolados usados foi satisfatória, como mostra 

a Figura 1. A razoável integridade dos DNAs é evidenciada pela presença de uma 

banda única de alto peso molecular para todas as amostras, com pouco ‘rastro’.  

Considerando a intensidade da banda em relação aos rastros correspondentes, os 

menores rendimentos de extração, isto é, as menores concentrações de DNA obtidas 

corresponderam às extrações dos isolados 1227, 667 e 323, nessa ordem, enquanto 
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as maiores quantidades ocorreram para os isolados 643, 662 e 56. De um modo 

geral, observou-se uma quantidade ainda relevante de RNA residual (degradado) 

nas amostras, como se observa na parte inferior do gel (Figura 1).

Figura 1 – Resultado da extração do DNA de 10 isolados de Trichoderma stromaticum (indicados na parte superior) em 
gel de agarose 8%. 

4.4.2. Obtenção dos primers para amplificação das seqüências simples 

repetitivas (SSR)

A aplicação do programa ‘Primer3’ permitiu o desenho de 13 pares de primers

para amplificar os primeiros marcadores microssatélites (SSR) dessa espécie. 

Destes, 11 pares de oligonucleotídeos foram efetivamente utilizados, cujas 

características principais dos mesmos (sequências dos primers, temperaturas de 

anelamento, tamanho esperado do produto e conteúdo de GC), bem como dos SSR 

correspondentes, são sumarizadas na Tabela 1. Os resultados revelaram (i) existir 

microssatélites complexos com seqüências tri-, penta- and hexa-nucleotídeos 

alinhadas lado a lado, (ii) existir predominância de seqüências repetitivas contendo 

tri-nucleotídeos, (iii) presença predominante de ‘C’s e ‘G’s associados com ‘A’s, 

(iv) temperaturas de anelamento calculadas entre 50,3 e 54,4 ºC, e (v) tamanho 

643   639   323   64    56    679   663  662  667  1227
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médio de fragmentos amplificados de 145 pb, com mínimo de 84 e máximo de 180 

pb.

Tabela 1 – Parâmetros dos microssatélites de Trichoderma stromaticum.1 

Locus
(marcador)

SSRs

(motif)

primers

(5'-3')

Tm 
(ºC)

produto 
(bp)

GC
(%)

MTs2 (CG)9
F: ACTTGCCCCCTCTCTTTGAC

R: CCCACCACAGCTCCTACACT

54,4
52,3

180
55,0
63,2

MTs3 (GTG)7
F: CGGCGACGAAGATGATATTT
R: CCGTGATTTGTCCTCCTCAT

54,0
53,5

161
45,0
50,0

MTs4
GAGCAA(GAG)6 

(GAGCAA)5
F: GCCTTGCTAGCAGAAGCAC
R: GTTAGGCGGTGTCCTGTTG

52,5
52,6

145
57,3
57,9

MTs5 (CTC)7
F: TTCTTCGAGCCCAGCTCTAC

R: AACAGGAGGAGGCACAACAG
53,5
53,8

123
55,0
55,0

MTs6 (CCAC)7(CAA)3 AAA 
(CAA)2 CAG(CAA)6

F: CACACACGCGTATCTCCTC
R: GCCTCTGGTTGGTGGTTAC

50,8
51,4

180
57,9
57,9

MTs5 -1 (CCA)7(CAA)3 AAA 
(CAA)9

F: CTGTTGTGCCTCCTCCTGTT
R: AGTGAGGAGCAGTGGTAGGG

53,8
52,9

84
55,0
60,0

MTs7 (TTC)9 (TT)2
F: CCTTAGCAGCAACAACACCA
R: AGGCGAGGTTGGTGAATATG

50,3
53,7

136
52,6
50,0

MTs8 ACAC(CAACAC)3(CAA)
2 CCACA

F: CTGCAGAATTCGCCCTTCTA
R: GTATAGCGGCCGTTGAGAAA

54,4
54,3

121
50,0
50,0

MTs9 (AGC)6 AGGCGCAA 
(CAG)3 (CAA)3(CAG)3 

(CAA)5 (CAG)5

F: CTGCAGAATTCGCCCTTCTA
R: CTGCTTCTGTGCCTGTTGTG

54,4
53,9

172
50,0
55,0

MTs10 TGG (TTGCTG)5 (CTG)6 
TTGCTG

F: GTTAGGCGGTGTCCTGTTGT
R: GCCTTGCTAGCAGAAGCACT

52,6
52,5

145
57,0
57,9

MTs11 (GCA)7
F: TTCAACGGTGACCAGACGTA
R: CAGCATTCTGGCTGCTGTAG

53,5
53,3

151
50,9
55,0

1 F – primer Direto; R – primer Reverso; Tm – Temperatura calculada de anelamento dos primers; c %  - Porcentagem 
de G e C dentro da seqüência do primer; produto (bp) - Tamanho esperado do produto em pares de bases.

A partir da Figura 2 é possível verificar que dos 11 primers desenhados, 

apenas aqueles referentes aos marcadores MTs4, MTs5 e MTs5-1 não apresentaram 

boas amplificações à temperatura de anelamento de 58ºC. Os outros oito pares de 

primers produziram fragmentos específicos, com o tamanho esperado e de boa 

qualidade nesta referida temperatura. Foi também testada alteração na temperatura 

de anelamento para os três primers não amplificados, conseguindo-se amplificação 
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para o MTs4 e MTs5 (dados n. Ainda os primers MTs2, MTs3 e MTs11 sugerem 

uma pequena diferença de migração das bandas, indicando um potencial 

polimorfismo a ser investigado com mair resolução em gel de poliacrilamida 5%.

Figura 2 – Resultado das amplificações via PCR dos marcadores microssatélites para a espécie T. stromaticum (MTs) 
em gel de agarose 0,8%. Para cada par de primers, foram utilizadas amostras de DNA de dois isolados, 56 (grupo II) e 
662 (grupo I), indicados na parte inferior da foto por '1' e '2', respectivamente. Na parte superior são descritos os pares de 
primers utilizados nas amplificações. O destaque em vermelho ressalta os microssatélites para os quais não se obteve boa 
amplificação à temperatura de anelamento de 58ºC, mas sim a uma temperatura de anelamento menor (ver texto)

4.4.3. Análise de polimorfismo em gel de poliacrilamida

Utilizando-se primeiramente seis loci (MTs11, MTs7, MTs2, MTs3, MTs5 e 

MTs4) amplificados por PCR e aplicados em gel desnaturante de poliacrilamida 

5%, os resultados mostraram apenas um locus nitidamente polimórfico, o MTs 2, 

cuja variação de tamanho nos fragmentos aparece indicada por setas (Figura 3). 

Assim, um mínimo de dois alelos foi identificado nesta pequena população de 

isolados, sendo o variante de maior tamanho encontrado nos isolados 643, 639, 679, 

663, 662, todos pertencentes ao grupo genético I de Ts (SOUZA et al., 2005). As 

variações de tamanho aparentes para os primers MTs11 e MTs4 são resultados de 

distorções da ‘linha de frente’ de migração dos fragmentos no gel, ocorrida durante 

a eletroforese. 

   1      2      1      2      1      2      1      2      1     2      1       2     1      2      1       2       1      2      1      2      1     2 

MTs2    MTs3   MTs4   MTs5-1  MTs5   MTs6    MTs7    MTs8     MTs9   MTs10  MTs11
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Figura 3 – Análise de polimorfismo dos marcadores microssatélites para a espécie T. stromaticum (MTs) em gel 
desnaturante de poliacrilamida 5%, corado com nitrato de prata. Para cada par de primers, indicados na parte superior 
do gel, foram amplificados DNA dos 10 isolados sob estudo, aplicados sempre na mesma ordem da esquerda para a 
direita, conforme segue: 643, 639, 323, 64, 56, 679, 663, 662, 657, 1227 (exceto para o MTs 4, em que o isolado 657 
não foi aplicado).

4.5.  DISCUSSÃO

Considerando que as condições ambientais são determinantes durante os 

processos e nos resultados dos diversos mecanismos de ação antagônica de muitos 

organismos, a seleção correta de um ACB (agente de controle biológico) é tão 

igualmente importante quanto à exatidão na caracterização de isolados com 

potencial de biocontrole (HERMOSA et al., 2000). Resultados de sucesso têm sido

obtidos com o uso de polimorfismo do DNA para caracterização e diferenciação de 

muitos isolados de várias espécies de Trichoderma (SAMUELS et al., 2002; 

HERMOSA et al., 2000). Neste trabalho foi possível demonstrar a viabilidade da 

metodologia de desenvolvimento de marcadores microssatélites (SSRs) em 

Trichoderma stromaticum (Ts), a partir de seqüências genômicas conhecidas, apesar 

do número reduzido de isolados testados.

Considerando que marcadores microssatélites são baseados em amplificação 

de DNA por reação de polimerização em cadeia (PCR), era necessário 

primeiramente estabelecer um método suficientemente adequado para a obtenção 

MTs 11        MTs 7        MTs 2       MTs 3          MTs 5           MTs 4      
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dos DNAs-molde. Os resultados obtidos com a metodologia de extração utilizada 

sugerem que os perfis de rendimento de DNA e de presença de RNA residual foram 

específicos para cada isolado e não estão relacionados entre si (Figura 1). Tais 

diferenças isolado-específicas são provavelmente explicadas pelas diferenças de 

estado fisiológico dos isolados no momento da extração, relacionadas tanto às 

diferenças genéticas entre eles quanto às distintas interações desses genótipos com o 

meio externo (temperatura, aeração, pH, tempo de cultura, etc.).

Paralelamente, os loci microssatélites identificados por inspeção visual de 

seqüências pré-caracterizadas de Ts (SOUZA et al., dados não publicados) 

permitiram o desenho de primers flanqueadores e foram, em sua maioria, 

amplificados com sucesso para os isolados examinados (Figura 2). Dessa forma, 

considerou-se bem sucedidas tanto a extração de DNA quanto a definição dos 

primers e protocolo de amplificação por PCR. No teste preliminar de amplificação 

analisado em gel de agarose 0,8% foi possível detectar alguns potenciais 

polimorfismos em alguns loci, mesmo utilizando somente dois isolados. A 

utilização de mais isolados e a aplicação da técnica de eletroforese desnaturante em 

gel de poliacrilamida permitiu a confirmação inequívoca desses polimorfismos para 

o MTs2, inclusive demonstrando a existência de, no mínimo, dois alelos distintos 

(Figura 3). Como os isolados identificados como possuindo o variante de maior 

tamanho pertencem todos ao grupo genético I de Ts (SOUZA et al., 2005), sugere-

se que tal marcador é capaz de distinguir ambos os grupos. 

A continuidade do estudo aqui apresentado traz a perspectiva de se ampliar o 

número de marcadores polimórficos em Ts, o que será altamente benéfico na 

investigação de estruturas de populações e suas ecologias. Neste sentido, a 

utilização de marcadores SSR deverá corroborar trabalhos anteriores onde a 

existência de diversidade biológica e genética dentro da espécie Ts foi confirmada, 

tanto por marcadores do tipo RAPD (BEZERRA et al., 2003; COSTA et al., 2003), 

quanto por marcadores AFLP, (SOUZA, et al., 2005). O desenvolvimento de 

marcadores microssatélites iniciados com esse trabalho tem o potencial de aumentar 

a precisão nos estudos das propriedades genotípicas e de relações entre os isolados 
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de Ts podendo, eventualmente, também ser utilizado como um método de separação 

de isolados em sub-grupos. Outra possibilidade de aplicação será no 

estabelecimento de fingerprinting genético de isolados específicos, necessário para 

o acompanhamento inequívoco dos mesmos a campo, após aplicações visando 

controle biológico (HERMOSA et al., 2000), considerando as populações naturais 

da mesma espécie do ACB existentes no local (HOOPEN et al., 2003). Isto não 

somente será imprescindível para fins de monitoramento de riscos à segurança 

ambiental, mas também será útil quanto a aspectos relacionados à propriedade 

intelectual e uso de patentes. 
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5. CONCLUSÕES

-A esporulação de T. stromaticum é modulada pela ação coodernada dos diversos 

parâmetros meteorológicos.  

- A umidade de vassoura, embora relevante, não é o único parâmetro determinante 

do efeito biológico dos ACBs.

- Existe clara tendência para a produção de conídio (esporulação) ocorrer sempre 

após curtos intervalos de um a três dias em que o nível de umidade é alto (acima de 

30%) e conservado assim sem maiores variações.

- Há tendência de a variação diária de temperatura entre dia e noite, nesses curtos 

intervalos que antecedem a esporulação, ser na maioria das vezes de 2 ºC.

- Há interferência da variação na radiação solar e na velocidade do vento no 

processo de esporulação de Ts, de acordo com os padrões apresentados nos curtos 

intervalos de um a três dias que antecedem esse evento.

- Os padrões de variação específicos antecedendo os eventos de esporulação sobre o 

solo, principalmente em termos de umidade e temperatura, são semelhantes aos 

registrados para as medições ao ar. 

- A esporulação de Ts sobre vassouras no campo pode ser um adequado indicador 

para a performance de biocontrole de Crinipellis perniciosa.

- Ocorre um efeito de posição no dossel (altura) sobre a esporulação de Ts, 

provavelmente devido às diferenças encontradas nos fatores climáticos avaliados.

- Há uma resposta individual específica de isolados de Ts aos padrões de variação 

meteorológica.

- A metodologia empregada para o desenvolvimento de marcadores microssatélites 

a partir de seqüências genômicas de Ts previamente caracterizadas permitiu a 

identificação desses marcadores e análise de polimorfismos entre isolados.
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