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USO DE LINHAGENS DE Trichoderma harzianum SUPEREXPRESSORAS DE 1 

QUITINASE NO PARASITISMO DE Pratylenchus brachyurus 2 

 3 

USE OF Trichoderma harzianum LINES CHITINASE SUPER EXCESSORS IN THE 4 

PRACTICE OF Pratylenchus brachyurus 5 

 6 

Emerson José da Rocha Araújo (1) & Fernando Godinho de Araújo (2) 7 

(1)Bacharelado em Agronomia no Instituto Federal Goiano - Câmpus Urutaí. Rodovia Geraldo 8 

Silva Nascimento Km 2,5. (2)Docente no Instituto Federal Goiano - Câmpus Urutaí. Rodovia 9 

Geraldo Silva Nascimento Km 2,5. 10 

ARTIGO ORIGINAL 11 

 12 

ABSTRACT: Phytonematoide Pratylenchus brachyurus has as characteristics a geographical 13 

distribution, high degree of polyphagia, aggressiveness and pathogenicity. And due to losses 14 

in several crops produced in Brazil. And thinking about its use of nematicides becomes an 15 

alternative alternative, especially the biological nematicides especially based on Trichoderma 16 

harzianum, and each phase of the fungus presents the differentiated for the management of 17 

nematodes. Those that come with higher expression of enzymes such as chitin may present 18 

higher parasitism and stand out as too many. Overheating of T. harzianum non-parasitic 19 

chitinase superexpressors of P. brachyurus J2 juveniles. This trial had 6 treatments, namely 20 

T1- T. harzianum wild strain, T2- T. harzianum Exo strain. 3.1.2 Chitinase superexpressor, 21 

T3- T. harzianum strain Exo. 6.2 chitinase superexpressor, T4-T. harzianum strain Exo. 14 22 

chitinase superexpressor, T5-Ecotrich © (T. harzianum IBLF 006) and T6- Trichodermil © 23 

(T. harzianum CEPA ESALQ 1306), with 5 replications, in a completely randomized design. 24 

T. harzianum parasitism on P. brachyurus J2 juveniles in vitro was evaluated 5 days after 25 

inoculation. The means were compared by the 5% Kruskal Wallis test. T. harzianum IBLF 26 

006became the most efficient non-parasitic P. brachyurus, while T. harzianum CEPA ESALQ 27 

1306should appear the worst result. Already as overexpressing and wild strains were 28 

statistically. Thus, it is concluded that chitinase overexpressing T. harzianum strains present 29 

parasitisms on P. brachyurus J2 juveniles. 30 

Key words: Nematoid of root lesions. Biological management. Chitin. Parasitism 31 
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RESUMO: O fitonematoide Pratylenchus brachyurus possui como características ampla 32 

distribuição geográfica, alto grau de polifagia, agressividade e patogenicidade.  Devido a 33 

essas características, esse patógeno gera perdas em diversas culturas produzidas no Brasil. E 34 

pensando manejo o uso de nematicidas biológicos, em especial o Trichoderma harzianum, em 35 

que cada linhagem apresenta comportamento diferenciado para o manejo dos nematoides. 36 

Com linhagens que apresentam maior expressão de enzimas como a quitinase podem 37 

apresentar maior parasitismo e se sobressaírem quanto as demais. O objetivo desse trabalho 38 

foi caracterizar o comportamento de linhagens T. harzianum superexpressoras de quitinase no 39 

parasitismo de juvenis J2 de P. brachyurus em comparação com linhagens comercias 40 

utilizadas a campo e linhagem selvagem. O ensaio contou com seis tratamentos, sendo eles 41 

T1- Linhagem selvagem de T. harzianum, T2- T. harzianum linhagem Exo. 3.1.2 42 

superexpressora de quitinase, T3- T. harzianum linhagem Exo. 6.2 superexpressora de 43 

quitinase, T4- T. harzianum linhagem Exo. 14 superexpressora de quitinase, T5- Ecotrich© 44 

(T. harzianum IBLF 006) e T6- Trichodermil© (T. harzianum CEPA ESALQ 1306), com 5 45 

repetições, em delineamento inteiramente casualizados. O parasitismo de T. harzianum sobre 46 

os ovos e J2 de P. brachyurus in vitro foi avaliado 5 dias após a inoculação. As médias foram 47 

comparadas pelo teste de Kruskal Wallis a 5%. O T. harzianum IBLF 006se mostrou o mais 48 

eficiente no parasitismo de P. brachyurus, enquanto o T. harzianum CEPA ESALQ 1306 49 

apresentou o pior resultado. Já as linhagens superexpressoras e a selvagem foram semelhantes 50 

estatisticamente. Conclui-se que as linhagens de T. harzianum superexpressoras de quitinase 51 

apresenta parasitismos sobre juvenis J2 de P. brachyurus 52 

Palavras-chave:  Nematoide das lesões radiculares. Manejo biológico. Quitina. Parasitismo 53 

 54 

INTRODUÇÃO 55 

O Brasil se destaca por ser um dos maiores produtores de grãos do mundo, sendo que 56 

na safra 2018/2019 foram produzidas 115 milhões de toneladas de soja (Glycine max) e cerca 57 

de 100 milhões de toneladas de milho (Zea mays) que são as principais commodities agrícolas 58 

do mercado mundial (CONAB, 2019). Estas culturas atualmente possuem potencial produtivo 59 

para atingir produções ainda maiores. Contudo questões como clima, pragas e doenças tem 60 

limitado a expressão dessa produtividade. 61 

E dentre as questões que tem limitado a produção brasileira pode se destacar o ataque 62 

de fitonematoides, em especial o Pratylenchus brachyurus, que apresenta ampla distribuição 63 
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geográfica, alto grau de polifagia e patogenicidade, causando perdas de produtividade de até 64 

50% na região Centro Oeste do país (FRANCHINI et al., 2014), O manejo desse patógeno é 65 

dificultado devido a sua biologia, já que ele apresenta ampla gama de hospedeiros e hábito 66 

migrador, gerando assim, a necessidade de se pensar em diferentes alternativas de manejo.  67 

Nessa linha, surgem os agentes de controle biológico, em especial o Trichoderma 68 

harzianum que é um fungo bastante estudado devido a seu potencial antagônico a diversos 69 

patógenos de solo e nematoides como o próprio P. brachyurus (LOBO JÚNIOR et al., 2009).  70 

Esse fungo parasita adultos, ovos e juvenis de nematóides tendo assim uma ação direta de 71 

controle desse patógeno. Podendo também atuar de forma indireta produzindo substâncias na 72 

região da rizosfera que estimulam o crescimento, desenvolvimento e resistência das plantas.  73 

Os T. harzianum utilizam de diversos mecanismos de ação para manejo de 74 

patógenos, como a competição, antibiose e parasitismo. Sendo que a competição favorece o 75 

desenvolvimento dos Trichoderma na região da rizosfera, mas não gera um efeito direto sobre 76 

os nematoides, visto que esse processo é eficiente sobre organismos que desempenham 77 

mesma ação devido a competição por nutrientes, espaço e oxigênio. Já a antibiose é a 78 

interação entre organismos, na qual metabólitos produzidos por um organismo tem efeitos 79 

danosos no outro organismo, mas para nematoides o T. harzianum mostra efeitos de antibiose 80 

através da produção de enzimas e compostos voláteis (Santin & Matsumura, 2008). 81 

O parasitismo se dá através da detecção do patógeno e o crescimento do 82 

Trichoderma sp. em sua direção formando estruturas que prendem o nematoide e enquanto ele 83 

tenta se liberta o fungo degrada sua cutícula e insere seus esporos (Harman et al., 2004). E 84 

quanto maior a liberação de compostos, como enzimas que degradam a cutícula dos 85 

nematoides, maior seu potencial de parasitismo. A biotecnologia tem trabalhado em prol de 86 

transformações que favoreçam a superexpressão de enzimas que agem diretamente sobre 87 

nematoides, fazendo dessa tecnologia uma alternativa de manejo bastante interessante que 88 

pode ser empregada a favor da agricultura, principalmente no biocontrole de P. brachyurus 89 

em diversas culturas.  90 

E como observado por Ferreira e Vieira (2018) linhagens de T. harzianum com genes 91 

superexpressores da enzima quitinase podem se mostrar eficientes no controle desse 92 

patógeno, já que a maior produção dessa enzima pode favorecer o parasitismo desses fungos 93 

sobre os nematoides. Isso devido a composição da membrana dos ovos dos nematoides que é 94 

rica em quitina.  Com isso objetivo desse trabalho foi caracterizar o comportamento de 95 
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linhagens T. harzianum superexpressoras de quitinase no parasitismo de juvenis J2 de P. 96 

brachyurus em comparação com linhagens comercias utilizadas a campo e linhagem 97 

selvagem. 98 

 99 

MATERIAL E MÉTODOS 100 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Fitopatologia e Microbiologia do 101 

Instituto Federal Goiano – Campus Urutaí em condições de laboratório. Sendo que os 102 

tratamentos avaliados foram T1- Linhagem selvagem de T. harzianum (WT), T2- T. 103 

harzianum linhagem Exo. 3.1.2 superexpressora de quitinase, T3- T. harzianum linhagem 104 

Exo. 6.2 superexpressora de quitinase, T4- T. harzianum linhagem Exo. 14 superexpressora 105 

de quitinase, T5- Ecotrich© (T. harzianum IBLF 006) e T6- Trichodermil© (T. harzianum 106 

CEPA ESALQ 1306), com 5 repetições, em delineamento inteiramente casualizados. 107 

Os inóculos de P. brachyurus foram obtidos no Laboratório de Fisiologia Vegetal e 108 

do Parasitismos do Instituto Federal Goiano – Campus Urutaí. Através da metodologia 109 

proposta por Coolen e D'Herd, (1972) que consiste em lavar, picotar e triturar em 110 

liquidificador por 30 segundos a baixa rotação as raízes das plantas hospedeiras do nematoide 111 

e passar a solução obtida nas peneiras de 100 sobre a de 400 Mesh, e coletar tudo que ficou 112 

retido na peneira de 400 Mesh.  113 

Já as linhagens superexpressoras de quitinase e a linhagem selvagem foram obtidas 114 

da coleção do Laboratório de Enzimologia (UFG/ICBII). E essas linhagens junto as linhagens 115 

comerciais foram mantidas em placas de Petri de 9 cm de diâmetro com cerca de 25 ml de 116 

meio de cultura Potato Dextrose Agar (BDA) no Laboratório de Fitopatologia e 117 

Microbiologia. E para extração e contabilização de conídios foi adicionado 10 ml de água 118 

esterilizada e deionizada em cada placa de Petri e com a alça de Drigalski transformou-se a 119 

massa crescimento do fungo em uma solução bastante concentrada que foi contabilizada com 120 

o uso da câmara de Neubauer. A concentração de esporos desejada de cada linhagem foi 121 

obtida através de uma diluição baseada na concentração inicial da amostra. 122 

No Laboratório de Fitopatologia e Microbiologia foi avaliado o parasitismo das 123 

linhagens de T. harzianum sobre ovos e J2 de P. brachyurus in vitro. Para avaliar esse 124 

parasitismo foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de diâmetro com cerca de 25 ml de meio 125 

de cultura Agar Agar e em cada placa foram adicionados 5 ml de uma solução contendo 100 126 
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ovos e juvenis.ml-1 de P. brachyurus e 1 ml de uma solução calibrada com 2,0 x 106 conídios 127 

mL-1 de T. harzianum e mantidas a temperatura ambiente.  128 

O parasitismo foi avaliado 5 dias após a inoculação, com o uso de uma câmara de 129 

Peters contabilizando os juvenis parasitados e não parasitados. Os resultados obtidos foram 130 

submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Kruskal Wallis a 5% 131 

no software R (R Core Team, 2017). 132 

 133 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 134 

O T. harzianum IBLF 006 foi o tratamento que apresentou o maior parasitismo sobre 135 

ovos e J2 de P. brachyurus, superior a 25% e que se assemelhou apenas a linhagem Exo. 136 

3.1.2, diferenciando estatisticamente das demais. Já o T. harzianum CEPA ESALQ 1306 137 

também se destaca por ter o menor desempenho no tocante ao parasitismo de ovos e J2 do 138 

nematoide, cerca de 6%, diferenciando estatisticamente de todos os demais tratamentos 139 

(Tabela 1). As linhagens superexpressoras de quitinase tiveram efeito mediano no parasitismo 140 

de ovos e J2 de P. brachyurus e não se diferenciando da linhagem selvagem (Tabela 1). 141 

Tabela 1: Porcentagem de parasitismo de diferentes linhagens de Trichoderma harzianum 142 

sobre juvenis J2 de Pratylenchus brachyurus in vitro. 143 

TRATAMENTOS PERCENTUAL DE PARASITISMO 

IBLF 006 25,8 a* 

Exo 3.2.1. 18,2 ab 

WT 16,5 b 

Exo14 13,2 bc 

Exo 6.2 12,7 bc 

CEPA ESALQ 1306 6,6 c 

CV% 68,57 

*Médias seguidas de mesma letra minúscula na coluna não se diferem estatisticamente pelo 144 

teste Kruskal Wallis a 5% de probabilidade. 145 

 146 

Nas figuras 1 e 2 vemos o nematoide não parasitado e a ação de parasitismo do T. harzianum 147 

sobre P. brachyurus 5 dias após a inoculação, demonstrando sua patogenicidade ao 148 

nematoide. Não foi possível observar diferenças visível no parasitismo das diversas cepas 149 

avaliadas (Figura 1 e 2) 150 
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 151 

Figura 1: A- Pratylenchus brachyurus sem parasitismo; B- P. brachyurus parasitado por 152 

Trichoderma harzianum IBLF 006; C- P. brachyurus parasitado por T. harzianum linhagem 153 

selvagem. 154 

 155 

 156 

Figura 2: A- Pratylenchus brachyurus parasitado por Trichoderma harzianum linhagem 157 

superexpressoras de quitinase 3.2.1.; B- P. brachyurus parasitado por T. harzianum linhagem 158 

superexpressoras de quitinase 6.2; C- P. brachyurus parasitado por T. harzianum linhagem 159 

superexpressoras de quitinase 14. 160 

 161 

Como demostrado por Ferreira e Vieira (2018), esses resultados mostram um 162 

potencial de manejo das linhagens superexpressoras de quitinase sobre P. brachyurus, visto 163 

que essas linhagens supostamente iram apresentar maior parasitismos sobre ovos dos 164 

nematoides que tem sua parede rica em quitina. Demostrando bons resultados sobre os juvenis 165 

de P. brachyurus, apresentando médias superiores ao nematicida T. harzianum CEPA ESALQ 166 

1306. E ainda pode se destacar a linhagem Exo 3.2.1 que se assemelhou ao T. harzianum 167 

IBLF 006.  168 

Como descrito por Silva e Melo (2007) o parasitismo é o principal método de ação 169 

do gênero Trichoderma, em que o fungo se desenvolve e se prende-se ao alvo e o parasita. 170 

Mas esse processo demanda um certo tempo já que envolve o crescimento do fungo, contato 171 

com hospedeiro e processo de parasitismo. E nesse experimento como os fungos possuíam 172 
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apenas suas reservas para se desenvolverem, já que o meio de cultura usado não contia 173 

nutrientes, essa ação de parasitismo foi um pouco limitada se comparada com a ação no 174 

campo, onde o fungo tem nutrientes no solo para potencializar o parasitismo. 175 

O que gera ainda mais destaque para os resultados obtidos pelas linhagens 176 

superexpressoras de quitinase, visto que as condições do experimento não foram tão 177 

favoráveis para essas linhagens mostrarem seu total potencial, mas mesmo assim 178 

apresentaram ser semelhantes a produtos comercias. E esse estudo demostrou que são 179 

necessários outros estudos avaliando o parasitismo manejo das linhagens superexpressoras de 180 

quitinase de T. harzianum sobre ovos de P. brachyurus in vitro e também avaliar esse 181 

parasitismo em condições de campo. Para que assim possamos assegurar a eficiência dessas 182 

linhagens modificadas. 183 

CONCLUSÕES 184 

As linhagens de T. harzianum superexpressoras de quitinase apresentam potencial de 185 

parasitismos sobre ovos e J2 de P. brachyurus. No entanto, mais estudos são necessários para 186 

avaliar a ação das linhagens superexpressoras sobre ovos e J2 de P. brachyurus.  187 

 188 
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