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RESUMO: Objetivou-se neste trabalho estudar a variabilidade de isolados selvagens de Trichoderma harzianum
baseado nas características culturais e citológicas. Observaram-se o tamanho dos fialosporos, número de núcleos
por fialosporos e crescimento e esporulação em meio de malte-ágar. Pelos resultados aqui encontrados foi possível
reconhecer que há variação entre os isolados selvagens da espécie T. harzianum. Com relação ao número de núcleos,
verificou-se uma variação de l a 3 núcleos por fialosporos. Também observou-se padrões diferenciais de crescimento
e morfologia da colônia. Mais de 50% dos isolados atingiram o máximo de crescimento em 48 horas.
Descritores: Trichoderma harzianum, citologia, variabilidade

VARIABILITY AMONG Trichoderma harzianum ISOLATES.
I - CYTOLOGICAL ASPECTS

ABSTRACT: This study is based largely on morphological and cultural characters of Tríchoderma harzianum
isolates. It were observed the size of phialospores, mycelial growth and sporulation on malt extract agar and nuclei
number per phialospores, stained with Giemsa. A x 100 oil immersion len was used in examining and in measuring
phialospores. Based on the size of phialospores, it was possible recognize that there is variaton among the wild
isolates for the specie T. harzianum. Also, with relation to mycelial growth and sporulation can itself distinguish from
one another different pattern. Up to 50% of isolates had maximum growth in 48 hours. The nuclei number of 1 to
3 per phialospore was observed.
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INTRODUÇÃO

Trichoderma spp. é um fungo saprófita
componente ativo da microflora do solo.

Como agente de biocontrole, pode
proteger plantas contra patógenos de solo (COOK
& DAKER, 1983; PAPAVIZAS, 1985; CHET &
ELAD, 1983; MELO, 1991) e promover
crescimento de plantas (WINDHAM et al.), através
de um fator que regula o crescimento e
germinação de sementes. O gênero tem sido
estudado extensivamente como fonte potencial de
celulases (MANDELS, 1975; SUM & BROWN,
1976; STERNBERG, 1976). GHOSE & GROSH
(1979) sugerem que o sistema enzimático mais
promissor para o processo de sacarificação da
celulose cristalina é o de Trichoderma.

A taxonomia, a genética e composição
da população de Trichoderma spp. não são ainda
bem compreendidas e, portanto, são necessários
métodos mais precisos para diferenciar linhagens

de diferentes espécies para propósito de patente ou
determinação da variabilidade de linhagens em
ecossistemas naturais.

Isolados de T. harzianum têm diferido
na sua capacidade de atacar certos fungos
fitopatogênicos, tais como: Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani e Pythium aphanidermatum
(ELAD et al., 1982).

O presente trabalho relata a
variabilidade natural de isolados selvagens de T.
harzianum quanto ao tamanho dos fialosporos,
número de núcleos por fialosporos e taxa de
crescimento e esporulação em meio de cultura.

MATERIAIS E MÉTODOS

l. Isolados de T. harzianum

Os isolados th.l, th.2, th.3, th.4, th.5,
th.6, th.7, th.8 e th.9, foram provenientes do
CNPAF/EMBRAPA em Goiânia, GO e os isolados



Tal-1, Tal-8 e Tma-4, do solo do Estado de São
Paulo e o Th-95 foi isolado na Colômbia e tem
sido estudado extensivamente nos Estados Unidos
como antagonista ao fungo Rhizoctonia solani,
cedido por Dr. R. Baker (Colorado University,
USA).

2. Crescimento Micelial e Conidiação

A variabilidade no crescimento apre-
sentada pelos isolados foi verificada através da me-
dida do diâmetro das colônias, crescidas em meio
de BDA (batata, dextrose e ágar), com 24 e 48 h
após inoculação de um disco de meio BDA conten-
do conídios jovens no centro de cada placa de Pe-
tri. As culturas foram incubadas a 30°C no escuro.

Para determinar a quantidade de
conídios produzidos pelos isolados, 3 discos de 1
cm de diâmetro foram retirados de cada colônia no
5° dia de crescimento e colocados em 3 ml de
solução de Tween 80 a 0,1% para desagregação
dos mesmos através da agitação. A contagem direta
dos conídios foi efetuada em câmara de Neubauer,
sob microscópio óptico.

3. Coloração de Núcleos de Conídios

Os isolados de T. harzianun foram
incubados por 72 horas, em meio de Aveia-Ágar,
a 30°C. Os conídios formados foram aderidos à
lamínulas contendo albumina a 50% e fixados
durante 30 minutos em etanol: ácido acético (3:1).
A seguir os conídios aderidos foram fixados
durante 5 min. em álcool 95% e depois 20 min. em
álcool 70%. O material foi lavado 3 vezes em água
destilada e hidrolizado em HC11 N à 60°C durante
7 min. Lavou-se por mais 3 vezes consecutivas em
água destilada e uma vez em solução tampão
fosfato pH 6.9. O material foi corado com l ml de
solução de Giemsa e 9 ml de tampão fosfato pH
6.9 por 30 min.

O diâmetro dos conídios foi estimado
com auxilio de ocular micrométrica Carl Zeiss
4892628 (8x) em objetiva de l00x.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Crescimento e Esporulação

Trichoderma é um fungo de cresci-
mento rápido. Daí a grande vantagem de utilização
como agente de biocontrole em larga escala. A

TABELA l mostra que, dos 12 isolados, 7
atingiram o crescimento máximo em 48 horas. Há,
portanto, uma variação na taxa de crescimento
entre os isolados, principalmente, nas primeiras 24
horas de crescimento a 30°C. O isolado Th-95,
usado com sucesso no biocontrole, tem um
crescimento mais lento comparado aos demais
isolados, assim como apresenta uma taxa mais
baixa de esporulação. Nem todos os isolados que
apresentaram crescimento mais rápido
correspondem àqueles com maior esporulação,
mesmo Th-2, Th-3, Th-4 e Th-8 que apresentam
esporulação na periferia da placa.

Os isolados Th-2, Th-8, Th-95 e
Tma-4 quando crescidos em BDA descobrem o
meio com a produção de substâncias metabólicas de
coloração que varia de amarelo claro ao marrom.

Tamanho de Conídios

Os esporos de T. harzianum são
ovóides ou globosos. Verifica-se que o tamanho
dos mesmos varia em diferentes isolados (TABELA
2), de 2,53 um a 4,23 um, apesar de muitos destes
serem provenientes do solo da mesma região, como
é o caso dos isolados Th.l, Th.2, Th.3, Th.4,
Th.5, Th.6, Th.7 e Th.8. De acordo com a



taxonomia de espécies de Trichoderma, RIFAI
(1969) descreve que os esporos de T. harzianum
variam de 2,4 - 3,2 um x 2,2 - 2,8 um, com uma
média em torno de 3,0 x 2,7 um. Descrições feitas
para isolados do solo em Sheffild, Inglaterra.

O isolado Th.l, com comprimento
médio de 4,23 e largura de 3,72 um pode ser uma
outra espécie de Trichoderma, pois não se inclui na
chave de taxonomia do Gênero, feita por Rifai. As
espécies T. longibrachiatum e T. pseudokoningii,
apresentam esporos maiores, com 3,6 - 6,5 x 2,2
x 30 um e 3,4 - 4,6 x 2,0 - 5,0 um, respectiva-
mente (RIFAI, 1969).

Estudos mais aprofundados sobre
características morfológicas de outras estruturas do
fungo precisam ser feitos; assim como a utilização
de técnicas modernas de biologia molecular, como
polimorfismo de DNA de diferentes linhagens de
diferentes espécies, no sentido de elucidar e
distinguir com certa segurança espécies de gênero
Trichoderma.

Número de Núcleos por Conídio

Houve diferanças entre os isolados
estudados quanto ao número de núcleos em cada
conídio da espécia T. harzianum. Em geral, todos
os isolados mostraram maior proporção de conídios
uninucleados, apesar de 8 isolados (Th.l, Th.3,
Th.4, Th.5, Th-95, Tal.ll, Tal.8 e Tma.4) apre-
sentarem conídios com dois núcleos e, destes, os

isolados Th.3, Th.5, Th.95, Tal.ll e Tal.8, com
três núcleos (TABELA 3). O número médio básico
de núcleos deve ser usado para estudo taxonômico,
que deve ser incrementado nesta espécie, além de
outros parâmetros como variação isoenzimática,
cujos resultados serão publicados posteriormente.

A coloração com Giemsa permitiu
uma boa visualização dos núcleos. O pequeno
tamanho destes não permitiu a mensuração dos
mesmos. Sobre estes aspectos não se dispõe de
dados na literatura para comparar tais resultados.
Em T. pseudokoningii, FURLANETO (1989) tem
mostrado que esta espécie apresenta esporos
uninucleados. Segundo NEVALAINEN (1985) os
conidios de T. reesei são haplóides e uninucleados,
como também estes estudos têm revelado a presen-
ça de no mínimo quatro cromossomos grandes.

Linhagens que apresentam elevado
números de núcleos por célula mostram desvanta-
gens em relação àquelas com poucos núcleos quan-
to a alta variabilidade que apresentam, assim como
a grande dificuldade de obter mutantes estáveis.
No presente estudo, verifica-se que a espécie T.
harzianum é primordialmente, uninucleada.
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