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1 INTRODUÇÃO 

Microorganismos fitopatógenos têm coexistido com plantas desde o início da 

agricultura, causando danos e perdas econômicas. Métodos tradicionais para o controle desses 

fitopatógenos tem sido a aplicação de pesticidas químicos e fungicidas, porém o uso dos 

agrotóxicos tem causado drásticos impactos ambientais. Uma das maneiras mais promissoras 

de conseguir que se tenha uma redução no uso desses químicos, até uma futura substituição, é 

a utilização de agentes de controle biológico (ACBs) (HOWELL, 2002; ZIMAND et al. 1996; 

VERMA et al. 2007). 

O gênero Trichoderma consiste em fungos de vida livre e podem ser reconhecidos, 

normalmente, através de características macroscópicas, as quais incluem crescimento rápido 

em cultura, rede micelial aérea hialina, septada, bastante ramificada e esparsa e produção de 

pústulas conidiógenas diferenciais (brancas ou verdes). Os conídios, que são produzidos 

abundantemente, podem ser soltos ou muito compactados em tufos. A estrutura e tamanho 

dos conidióforos são utilizados para a diferenciação de espécies, podendo ser subglobosos, 

ovóides, elipsóides ou elíptico-cilíndricos, sendo produzidos em série e acumulados no ápice 

das fiálides formando uma estrutura globosa ou subglobosa com menos de 15µm de diâmetro. 

Podem ser lisos ou ligeiramente rugosos, hialinos ou com coloração variando do amarelo ao 

verde-escuro (CORABI-ADELL, 2004; SCHUSTER and SCHMOLL, 2010). 



Atualmente, a atuação e utilização de espécies de Trichoderma abrange diversas áreas 

relacionadas à indústria e agropecuária. Sabe-se que linhagens de Trichoderma podem 

produzir e secretar diversas enzimas extracelulares (HARAN, et al. 1996; SIVAN and CHET, 

1989), produzir antifúngicos e antibióticos (BLUMENTHAL, 2004; GHISALBERTI and 

ROWLAND, 1993), atuarem como competidores de fungos patógenos (WOO, et al. 2006; 

ZIMAND et al. 1996), promover crescimento e induzir resistência em plantas (DE MEYER, 

et al. 1998; HARMAN et al. 2004; YEDIDIA, 1999).  

Na indústria alimentícia, várias enzimas produzidas por Trichoderma são aplicadas 

para melhorar processos de fermentação (ß-glicanases), produção de suco de frutas 

(pectinases, celulases, hemicelulases), como aditivo na pecuária e de alimentos para animais 

de estimação (xilanases), e na produção de álcool de cereais (celulases) (BLUMENTHAL, 

2004; SCHUSTER and SCHMOLL, 2010), assim como várias espécies de Trichoderma são 

usadas para proteger os frutos e vegetais comercialmente importantes, tais como banana, 

maçã, morango, manga, batata, e tomate durante seu armazenamento pós-colheita 

(MORTUZA, 1999; OKIGBO and OIKEDIUGWU, 2000; THANGAVELU, et al. 2004). 

Um exemplo de uma espécie de Trichoderma que é hoje particularmente focado como 

um potente produtor de celulase é o T. reesei. As enzimas produzidas por este fungo 

juntamente com outras enzimas diminuiriam os custos totais de produção de bioetanol a partir 

de resíduos celulósicos, além de sua aplicação na indústria de celulose e papel, e na indústria 

têxtil. (KUMAR et al. 2008; SCHUSTER and SCHMOLL, 2010). 

Espécies de Trichoderma também já são comercialmente conhecidas e aplicadas no 

controle biológico de diversos fitopatógenos. Atualmente, a definição de controle biológico é 

uma combinação de diferentes mecanismos que trabalham sinergicamente para conseguir o 

controle da doença. Dentre os diferentes mecanismos de ação de fungos do gênero 

Trichoderma já citados, o micoparasitismo é o mais estudado. Neste mecanismo, o 

Trichoderma se liga ao patógeno através de carboidratos da parede celular, e uma vez ligado, 

ele se enovela em volta do patógeno através de estruturas denominadas de apressório. Em 

seguida, ocorre a secreção de enzimas hidrolíticas que degradam a parede celular do fungo 

hospedeiro (ALMEIDA et al. 2007; VINALE, et al. 2007; HARMAN, 2004). 

Espécies de Trichoderma já são usadas comercialmente como ACBs contra fungos 

fitopatogênicos como Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia 

sclerotiorum, Pythium spp.,  Fusarium spp., entre outros. Em países como Estados Unidos, 

Índia, Israel, Nova Zelândia e Suécia já é uma promissora alternativa aos fungicidas químicos 



(DELGADO et al. 2007; KUNIEDA-ALONSO, 2005; VERMA et al. 2007; DE MEYER, et 

al. 1998; ZIMAND et al. 1996; HOWELL, 2002). 

O S. sclerotiorum é um fungo de solo que causa doenças conhecidas como mofo 

branco e podridão mole, que atinge cerca de 400 espécies de plantas, como feijão e soja. Este 

fungo sobrevive no solo através do processo de formação do esclerócito, uma forma resistente 

do seu micélio, e tem-se observado a atuação do Trichoderma como inibidor de crescimento 

deste fungo (ABDULLAH et al. 2007; DELGADO et al. 2007). 

O fungo R. solani é um dos principais patógenos que ocorrem em culturas diversas, 

como soja (BASSETO, 2007), mamão (CAMPOS et al. 2009), algodão (GOULART, 2002), 

arroz (SPANNEMBERG, 2009), feijão, e até mesmo em culturas de pepinos (LUCON et al. 

2009) e eucalipto. Nas culturas de eucalipto, o espaçamento reduzido entre as plantas, a 

irrigação e o intenso crescimento das mudas em viveiro favorecem a disseminação e a 

multiplicação do fitopatógeno. Dentre os fungos utilizados em programas de controle 

biológico nestes casos, destacam-se muitas espécies do gênero Trichoderma que parasitam 

hifas e escleródios de Rhizoctonia sp, e podem reduzir sua sobrevivência. (KUNIEDA-

ALONSO, 2005; LUCON et al. 2009).  

O gênero Fusarium ganhou importância devido ao seu envolvimento na patogênese de 

plantas e biodegradação de lignina. (OLIVAIN, 2006). Esse fungo possui uma ampla 

distribuição geográfica, apresentando espécies cosmopolitas e outras ocorrendo somente em 

determinados ambientes, predominantemente nas regiões tropicais e subtropicais ou em 

condições de clima frio das regiões temperadas. Trabalhos recentes relataram o efeito 

inibitório de T. koningii sobre Fusarium oxysporum e observa-se que a interação com de T. 

harzianum com a hifa de Fusarium sp. ocorre de um modo diferente onde há apenas um 

contato entre eles, diferentemente do modo clássico de contato onde há enrolamento na hifa 

do hospedeiro. (MONTEIRO, 2008). 

No processo de micoparasitismo, a primeira barreira encontrada pelo fungo é a parede 

celular. A composição química da parede celular dos fungos é bastante complexa, constituída 

principalmente por polissacarídeos, ligados ou não a proteínas ou lipídeos, polifosfatos e íons 

inorgânicos formando a matriz de cimentação. Quitina, glucanas, galactomananas, manoses e 

proteínas são compostos mais freqüentes, embora sua quantidade varie entre as diferentes 

espécies de fungos (FUKUDA et al., 2009).  

A L-arabinose é a segunda pentose mais abundante  ao lado de D-xilose e é encontrada 

em polissacarídeos da parede celular de plantas. Fungos produzem um grande número de 

arabinanases extracelulares, incluindo a-L arabinofuranosidases e endo-arabinanases, 



especificamente para liberação de L-arabinose dos polímeros vegetais (SEIBOTH and METZ, 

2011). Estudos demonstram que L-arabinose é o principal indutor da ABFase em T. reesei 

(NOGAWA et al. 1999; XIONG  2004; AKEL et al., 2009) mas ainda há poucos estudos 

sobre a produção dessa enzima pelo T. reesei em processos de micoparasitismo. 

As a-manosidases pertencem a uma família de exoglicosidases as quais hidrolisam 

resíduos de a-D-manosil a partir de terminais não redutores de oligossacarídeos, essas 

enzimas são implicadas no catabolismo de carboidratos. A degradação das hemiceluloses em 

constituintes monoméricos requer a atividade de várias enzimas; dessa forma, a e ß-

glicosidase e a-manosidase são responsáveis pela hidrólise de glicomananas e mananas, 

constituintes das hemiceluloses. (PERES et al. 2000; BEG, 2001).  

Até agora, a purificação e a caracterização de a-manosidases foi descrita a partir de 

fungos como Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Sclerotium rolfsii, Trichoderma reesei, 

e algumas leveduras e bactérias. Essa enzima não é constitutiva, ou seja, é secretada apenas 

quando oligossacarídeos obtidos por acetólise de manana são usados como fonte de carbono 

(KESKAR et al., 1996). Juntamente com a-mananases, as a-manosidases são amplamente 

utilizadas na sacarificação de hemicelulose para produção produtos químicos e combustíveis, 

na alimentação animal, na indústria de alimento e panificação (POLIZELI, 2005; SHALLOM 

and SHONAM, 2003), e como uma alternativa no clareamento de celulose e papel, 

diminuindo a quantidade de cloro usado nesse processo (BEG, 2001). 

Dentre as enzimas hidrolíticas secretadas, podem-se destacar as lipases. As lipases são 

enzimas que hidrolisam as ligações éster dos glicerídeos na interface água-óleo. Durante a 

hidrólise, a lipase captura o grupo acil do glicerídeo formando um complexo acil-lipase, e 

então transfere para um grupo hidroxila da água. Em condições não-aquosas, a lipase pode 

transferir o grupo acil do ácido carboxílico para outro nucleófilo além da água 

(MARTINELLE and HULT, 1995; GUNSTONE, 1999).  

Alguns trabalhos revelam que o gênero Trichoderma é utilizado como produtor de 

lipases (KASHMIRI et al., 2006), sendo que atuação da lipase na síntese e na degradação de 

moléculas orgânicas é de grande relevância, e por isso, atualmente são utilizadas na indústria 

alimentícia, cosmética, têxtil, farmacêutica (GANDHI, 1997), e pode ser observada em 

estudos no antagonismo entre espécies de Trichoderma e fitopatógenos como Cladosporium 

herbarum (BARBOSA, 2001).    



2 OBJETIVOS 

O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade de -manosidase, -

arabinofuranosidase e lipase secretada por isolados de Trichoderma spp. em presença de 

parede celular dos fitopatógenos  Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani 

e Sclerotinia sclerotiorum  

3 MATERIAS E MÉTODOS 

Foram utilizados vinte e quatro isolados de Trichoderma spp. e os fitopatógenos F. 

solani, F. oxysporum, R. solani e S. sclerotiorum (EMBRAPA-CNPAF).  

3.1 Condições de cultivo 

Para a produção de enzimas hidrolíticas, discos de 3 mm de diâmetro originados das 

placas dos isolados de Trichoderma spp. foram colocados em Erlenmeyer de 125 mL 

contendo 10 mL de meio TLE [CaCl2.2H2O 0,3 g L-1 , KH2PO4 2,0 g L-1, (NH4)2SO4 1,4 g L-

1, MgSO4.7H2O 0,3 g L-1, Uréia 0,3 g L-1, Peptona 1,0 g L-1 e solução elementos traços (Fe2+, 

Zn2+, Mn2+, Cu2+) 0,1%] e micélio dos fitopatógenos, liofilizado e macerado (0,5%) como 

fonte de carbono e nitrogênio. Os frascos foram incubados em agitador rotatório à 28ºC e 

velocidade de 120 rpm. Após 48 horas de incubação, o sobrenadante de cultura foi coletado, 

através de filtração à vácuo, e utilizado como fonte de  enzimas hidrolíticas.  

3.2 Ensaios enzimáticos 

A atividade de -manosidase foi determinada pela reação com o substrato p-nitrofenil-

-D-manopiranosídeo (pNP-M 5mmol L-1) em microplaca. Amostras de 10 l da enzima 

foram incubadas com 40 L de substrato e 100 L de tampão citrato/fosfato (50mmol L-1 pH 

5,5) e incubadas a 50ºC por 15 minutos e a reação foi parada com a adição de 100 l de NaOH 

0,1M. A concentração de NP liberado foi determinada por espectrofotometria a 405nm. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para liberar 1 mol de -nitrofenol por minuto de reação. Foram aceitos apenas resultados que 

apresentaram variância de, no máximo, 20%. 

A atividade de ABFase foi determinada pela reação com o substrato -nitrofenil- -L-

arabinofuranosídeo ( NP-A 5mmol L-1) em microplaca. Amostras de 10 L da enzima foram 

incubadas com 40 L de substrato e 100 L de tampão acetato de sódio (50mmol L-1 pH 4,8) 

e incubadas a 37ºC por 15 minutos e a reação foi parada com a adição de 100 l de NaOH 



0.1M. A concentração de NP liberado foi determinada por espectrofotometria a 405nm. Uma 

unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para liberar 1 mol de -nitrofenol por minuto de reação. Foram aceitos apenas resultados que 

apresentaram variância de, no máximo, 20%. 

A atividade da lipase foi determinada pela reação com o substrato NP-palmitato 

(5mmol L-1, solubilizado em acetonitrila). Foram incubadas 100 l de amostra com 100 l de 

tampão fosfato de sódio (pH 7.0  0,1mol L-1, cloreto de sódio 0,27mol L-1 e Triton X-100 

0,9%) e 20 l de substrato por 30 minutos a 37ºC, em seguida colocadas no microondas por 30 

segundos. A concentração de NP liberada será determinada por espectofotometria a 405nm. 

Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para liberar 1 mol de -nitrofenol por minuto de reação. Foram aceitos apenas 

resultados que apresentaram variância de, no máximo, 20%. 

A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método descrito por Bradford 

(1976) utilizando-se albumina sérica bovina (Sigma) como padrão.  

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

A atividade enzimática da ABFase foi observada apenas nos isolados crescidos em 

presença de micélio de S. sclerotiorum. Dentre eles, os isolados T. asperellum 356/02 

(0,006528 U.ml-1), T. asperellum 362/02 (0,004658 U.ml-1), T. tomentosum 29/11 (0,004444 

U.ml-1), T. asperellum 11/11 (0,00407 U.ml-1) e T. gamsii 11/09 (0,00391 U.ml-1) foram os 

que apresentaram maior expressão dessa enzima (Gráfico 1). 

Quanto à atividade específica de ABFase, os isolados que se destacaram foram T. 

erinaceum 17/06 (0,4424 U.mg-1), T. asperellum 11/11 (0,24007 U.mg-1), T. asperellum 

356/02 (0,2351 U.mg-1), T. gamsii 11/09 (0,2213 U.mg-1) e T. tomentosum 29/11 (0,2168 

U.mg-1) (Gráfico 2). 

O micélio de S. sclerotiorum foi capaz de induzir a produção de ABFase, o que não 

ocorre nos outros micélios, provavelmente por possuir polissacarídeos em sua parede que 

liberam L-arabinose, já que estudos demonstram que L-arabinose é o principal indutor da 

ABFase em Trichoderma (NOGAWA et al. 1999; XIONG  2004; AKEL et al., 2009).  



 

Gráfico 1 – Atividade enzimática de ABFase de Trichoderma spp. em presença de micélio de 

F. oxysporum, F. solani, R. Solani e S. sclerotiorum.  

Gráfico – Atividade específica de ABFase de Trichoderma spp. em presença de micélio de F. 

oxysporum, F. solani, R. Solani e S. sclerotiorum.   

Sobre a atividade enzimática de a-manosidase, observa-se que a maior atividade 

enzimática foi em presença de micélio de S. sclerotiorum, com destaque para os isolados T. 

harzianum 487/02 (0,04872 U.ml-1) e T. harzianum 479/02 (0,00407 U.ml-1). Alguns isolados 

como o T. erinaceum 17/06 e o T. asperellum 356/02, apresentaram atividades tanto em 

micélio de S. sclerotiorum quanto em micélio de R. Solani, e o isolado T. harzianum ALL-42, 

apresenta atividade quando crescido em micélio de S. sclerotiorum e de F. solani (Gráfico 3). 

Em relação à atividade específica de a-manosidase, destaca-se o isolado T. harzianum 

487/02 (0,3428 U.mg-1) quando crescido em micélio de S. sclerotiorum, e o isolado T. 

erinaceum 17/06, quando crescido em micélio tanto de S. sclerotiorum (0,2585 U.mg-1), 

quanto em micélio de R. solani (0,2197 U.mg-1) (Gráfico 4), esses dois isolados demonstram 
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ser bons candidatos na produção de a-manosidase. Provalmente, o micélio de S. sclerotiorum 

possui em sua composição compostos que induzem a produção dessa enzima, diferente 

quando os mesmo isolados de Trichoderma estão em contato com o micélio de F. oxysporum, 

condição onde não houve atividade de a-manosidase em nenhum dos isolados. Monteiro et al. 

(2008) relatam que o isolado T. harzianum ALL-42 produz a-manosidase em parede de 

Fusarium sp. e R. solani, enquanto nesse trabalho, o isolado T. harzianum ALL-42 produziu 

a-manosidase quando crescido em micélio de F. solani e S. Sclerotiorum, porém, 

diferentemente dos resultados de Monteiro et al. (2008), não se observou atividade em 

presença do micélio de R. Solani, isso se deve provavelmente pelas diferenças nas condições 

de crescimento, já que no trabalho citado a rotação usada foi de 160rpm e no meio de cultura 

foi adicionado 0,5% de parede tratada, enquanto nesse presente trabalho foi utilizado rotação 

de 120rpm e adicionado no meio de cultura 1% de micélio (parede não tratada).    

Gráfico 3 – Atividade enzimática de a-manosidase de Trichoderma spp. em presença de 

micélio de F. oxysporum, F. solani, R. Solani e S. sclerotiorum.   
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Gráfico 4 – Atividade específica de a-manosidase de Trichoderma spp. em presença de 

micélio de F. oxysporum, F. solani, R. Solani e S. sclerotiorum.   

Em relação à atividade enzimática de lipases, os isolados que se destacaram foram o T. 

gamsi 11/09 (0,00585 U.ml-1), T. asperellum 362/02 (0,0053 U.ml-1), T. harzianum 480/02 

(0,0059 U.ml-1), T. asperellum  468/02 (0,0046 U.ml-1) e T. asperellum 400/01 (0,0056 U.ml-

1), sendo que este último também apresentou uma atividade relativamente alta de lipase em 

micélio de R. solani (0,0084 U.ml-1), quando comparado aos outros isolados crescidos neste 

mesmo micélio (Gráfico 5). 

Quanto à atividade específica de lipase, os isolados que se destacaram foram o T. 

asperellum 468/02 (0,702 U.mg-1), T. gamsi 11/09 (0,331 U.mg-1), T. harzianum 480/02 

(0,362 U.mg-1), T. asperellum 362/02 (0,179 U.mg-1), e o isolado T. asperellum 400/01 (0,447 

U.mg-1), crescidos em micélio de F. oxysporum, sendo que este último isolado também 

apresentou uma alta atividade específica (0,674 U.mg-1) quando crescido em micélio de R. 

solani (Gráfico 6). 

Baseando-se nesses dados, F. oxysporum parece ser capaz de induzir uma maior 

produção dessa enzima, provavelmente, esse fungo deve possuir compostos lipídicos em 

maior quantidade em seu micélio em relação à composição do micélio dos outros 

fitopatógenos. O isolado T. asperellum 400/01 possui um grande potencial para a produção de 

lipase, pois apresentou uma maior atividade dessa enzima, em relação aos outros isolados 

testados, quando crescido em micélio de F. oxysporum (0,0056 U.ml-1; 0,447 U.mg-1) e R. 

solani (0,0084 U.ml-1; 0,674 U.mg-1), e uma produção mediana quando crescido em parede de 

F. solani (0,0012 U.ml-1; 0,0927 U.mg-1). Isto indica que esses isolados tem potencial para 

serem aplicados na produção industrial de lipases ou no uso como ACB’s no combate a 

fitopatógenos em culturas que estejam ameaçadas por esse fungo.  



 

Gráfico 5 – Atividade enzimática de lipase de Trichoderma spp. em presença de parede 

celular de F. oxysporum, F. solani, R. Solani e S. sclerotiorum.    

Gráfico 6 – Atividade específica de lipase de Trichoderma spp. em presença de parede celular 

de F. oxysporum, F. solani, R. Solani e S. sclerotiorum.  

5 CONCLUSÃO  

A secreção de lipase foi observada nas quatro condições, porém com atividades 

diferenciadas, sendo que em presença do fitopatógeno F. oxysporum se obteve as maiores 

atividades, tanto enzimática quanto específica.  A produção das xilanases, a-manosidase e -

arabinofuranosidase, foi mais comum na presença de S. sclerotiorum, provavelmente, isso 

esteja relacionado com a composição da parede celular desse fitopatógeno. Estes dados 

corroboram que o gênero Trichoderma é um ótimo candidato para atuar como ACB’s contra 

os fitopatógenos estudados. 
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