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Resumo - Os isolados foram obtidos de amostras de tecido vegetal do filoplano e rizoplano de tomateiro e solo da região produtora
do Rio Grande do Sul. Os testes in vitro foram baseados no método de culturas pareadas, na produção de compostos voláteis e no
crescimento em meio de cultura contendo fungicida. Os testes in vivo avaliaram a eficiência dos dois melhores antagonistas
selecionados in vitro por meio da incidência de Botrytis cinerea em flores de tomateiro, sob diferentes formas de aplicação. Os
resultados obtidos evidenciaram que o isolado de Gliocladium viride apresenta potencial para o controle de B. cinerea, pois
ocasionou uma redução de 62%, em relação ao tratamento de controle. Esse resultado foi similar ao encontrado pelo método de
culturas pareadas, efetuado em laboratório, cujo percentual inibitório à B. cinerea foi de 58,14%. Já o isolado de Trichoderma
harzianum não diferenciou-se significativamente do tratamento de controle.

Palavras-chave: controle biológico, mofo cinza, ambiente protegido.

Selection of antagonists for the biological control of Botrytis cinerea in tomato grown
under protected cultivation

Abstract - The isolates were obtained from vegetal tissue, phylloplane-rhyzoplane of tomato and soil in the growing region of Rio
Grande do Sul. “In vitro” tests were based in the method of paired crops culture, in the production of volatile compounds and
growth in culture media containing fungicide. “In vivo” tests measured the efficiency of the two most efficient isolates selected by
“in vitro” experiments through the evaluation of the incidence of Botrytis cinerea in tomato flowers under different forms of
application. Gliocadium viride led to a 62% reduction and was considered a promising alternative for the biological control of B.
cinerea. This result was similar to that obtained through the test of paired crops ran under laboratory conditions. In this test, the
efficiency of G. viride was 58.14%. Trichoderma harzianum did not differ significantly from the control treatment.
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Introdução

A produção de tomates na safra e entressafra sob cul-
tivo protegido oferece maior versatilidade e rendimento
para os produtores, mas predispõe esta cultura a condi-
ções ideais para o desenvolvimento do mofo cinza, cujo
agente Botrytis cinerea causa severas perdas de rendi-
mento neste sistema de produção. A principal forma de
controle ainda é a química, onde a grande variabilidade
genética e esporulação deste patógeno representa alto ris-
co para obtenção de resistência aos principais fungicidas
(GHINI, 1996).

A incidência de B. cinerea é favorecida por tempera-
turas em torno de 20°C e alta umidade, coincidentes com
o inverno e início da primavera no Rio Grande do Sul. As
flores e folhas do tomateiro são altamente suscetíveis a
B. cinerea e são os primeiros tecidos a exibirem as le-
sões. O dano econômico ocasionado por esse patógeno é
oriundo das manchas necróticas nos frutos maduros, que
os desqualificam para a comercialização, das infecções
que circundam o caule e matam a planta antes da colheita
(KIMATI et al., 1997).

Trichoderma sp., antagonista típico de solo, vem sen-
do testado para o controle de Botrytis cinerea em diferen-
tes culturas. Zimand et al., (1996) verificaram que T. har-
zianum T39 reduziu a germinação e a elongação do tubo
germinativo de B. cinerea em folhas de feijoeiro. Elad e
Shitienberg (1996) demonstraram a efetividade de T. har-
zianum (T39) em adição a fungicidas no controle de
B.cinerea em pepino. Gliocladium roseum vem sendo co-
mercializado para controle de B. cinerea do morangueiro
cultivado em casa de vegetação. Este antagonista tem se
mostrado tão efetivo quanto os fungicidas quando aplica-
do no período do florescimento da cultura (VALDEBE-
NITO-SANHUEZA et al., 1995). Utkhede et al., (2001)
compararam a eficiência de tratamentos químicos e bioló-
gicos, em casa de vegetação, para o controle de B. cinerea
em tomateiro. Os resultados obtidos por este pesquisador
evidenciaram o potencial de T harzianum para o controle
de B. cinerea em cultivos protegidos.

 A utilização de Trichoderma sp. e Gliocladium sp.
como biocontroladores apresenta inúmeras vantagens:
apresentam bom desempenho no controle de fungos fito-
patogênicos, são inócuos ao ser humano, não apresentam
impacto negativo ao meio ambiente, apresentam estrutu-
ras de reprodução de fácil propagação, principalmente
em substratos naturais, apresentam uma meia-vida de
prateleira formulada, razoavelmente longa e com boa vi-
abilidade (MARIANO, 1993).

A grande maioria dos trabalhos publicados em con-
trole biológico de doenças de plantas abrange uma sele-
ção realizada em laboratório. A grande ênfase na rejeição
dos testes de seleção “in vitro” é baseada em que, na
maioria das vezes, os resultados não coincidem ou são
totalmente discrepantes daqueles realizados “in vivo”, seja

em casa-de-vegetação, sob condições controladas, seja a
campo (ANDREWS, 1992). Apesar das restrições quan-
to à eficácia da seleção de antagonistas “in vitro”, essa
técnica ainda é bastante utilizada na detecção de potenci-
ais biocontroladores em grandes populações (MARIA-
NO, 1993). Ethur et al. (2005), utilizaram várias das
metodologias preconizadas por Mariano (1993) para a
seleção de fungos antagonistas a Sclerotinia sclerotio-
rum em pepineiro cultivado em estufa.

O objetivo deste trabalho foi selecionar isolados de
Trichoderma sp. e Gliocladium sp. de culturas de toma-
teiro de diferentes localidades do Rio Grande do Sul, que
possam reduzir a ação de B. cinerea e outros fungos fito-
patogênicos na cultura do tomateiro em ambiente prote-
gido, a fim de diminuir a utilização de fungicidas quími-
cos e gerar um sistema alternativo de controle que apre-
sente menor impacto ambiental.

Material e métodos

1 Obtenção de isolados de Trichoderma sp. e Gliocla-
dium sp com potencial antagônico a Botrytis cinerea
Os isolados Trichoderma sp. e Gliocladium sp. foram

obtidos a partir de amostras de tecido vegetal do filoplano e
rizoplano de plantas adultas de tomateiro e solo da região
produtora do Rio Grande do Sul. O isolado de B. cinerea foi
obtido de flores de tomateiro da localidade de Eldorado do
Sul (RS). Os isolados de Fusarium oxysporum e Septoria
lycopersici foram obtidos de amostras do rizoplano e filo-
plano, respectivamente, de plantas de tomateiro.

As flores, folhas e raízes de tomateiro foram inicial-
mente desinfestadas em solução de hipoclorito a 1%, por
1 minuto, seguido por imersão em água destilada auto-
clavada. Após, partes de folhas,raízes, e flores foram pla-
queadas separadamente em BDA ( meio Agar batata dex-
trose). Porções de 10 g de solo e substrato, separadamen-
te, foram imersas em 50 mL de água destilada autoclava-
da e mantidas sob agitação por 10 minutos. Alícotas de
100 mL desta solução foram espalhadas com auxílio de
uma alça de Drigalski em placas contendo meio de cultu-
ra BDA. As colônias com as características morfológicas
de Trichoderma sp., Gliocladium sp., B. cinerea, F. oxys-
porum e S. lycopersici foram repicadas isoladamente em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA para iden-
tificação segundo Domsch et al. (1980). Foram obtidos,
inicialmente, 300 isolados, dentre os quais apenas 36 fo-
ram identificados como Trichoderma harzianum e Glio-
cladium viride.

A coleção de antagonistas e patógenos utilizada neste
trabalho consta de 39 isolados(Tabela 1): Trichoderma
sp. (23), Gliocladium sp. (13) oriundos, principalmente,
da rizosfera,do solo e do substrato de culturas de toma-
teiro; Os isolados de B. cinerea (1), F. oxysporum (1) e S.
lycopersici (1) foram obtidos, respectivamente, de flores
com sintomas característicos do mofo cinzento, de amos-
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das por 7 dias na temperatura de 23°C e fotoperíodo
de 12 horas.

O tratamento de controle consistiu da deposição cen-
tralizada de um disco de 5 mm de diâmetro de meio con-
tendo B. cinerea em placas com meio BDA. Os diâme-
tros das colônias do fitopatógeno foram medidos e com-
parados com o crescimento do tratamento de controle. O
percentual de inibição de B. cinerea foi calculado do se-
guinte modo:

I (%) = (1 – [crescimento de B .cinerea – crescimento
do controle] x 100)

O ensaio foi realizado com 36 isolados de antagonistas,
1 isolado de B. cinerea (controle), com 4 repetições (cada
placa = 1 repetição), totalizando a avaliação de 148 placas.

A avaliação visual também foi realizada, após 10 dias
de incubação,  com base em escala, proposta por Bell et
al. (1982), mostrada a seguir.

Escala:
Nota 1: Antagonista crescendo sobre toda a placa de Petri.
Nota 2: Antagonista crescendo sobre, aproximada-

mente, 75% da placa de Petri.
Nota 3: Antagonista crescendo sobre aproximadamen-

te, 50% da placa de Petri.
Nota 4: Patógeno crescendo sobre, aproximadamen-

te, 75% da placa de Petri.
Nota 5: Patógeno crescendo sobre toda a placa de Petri.

3.2 Avaliação do crescimento micelial e produção
de conídios dos isolados de T. harzianum e G. viride
em meio de cultura BDA
O crescimento micelial dos isolados de T. harzianum

e G. viride foi avaliado por meio da medição do diâmetro
das colônias crescidas em meio de cultura BDA, a 23°C
e fotoperíodo de 12 horas, por 48 horas.

A produção de conídios dos isolados potencialmente
antagonistas à B. cinerea foi avaliada, em condições se-
melhantes às anteriores, porém após 7 dias de incubação.
O preparo da suspensão de conídios para a contagem foi
realizado do seguinte modo: acrescentou-se um volume
de 10 mL de água destilada esterilizada às placas de Petri
e, com o auxílio de uma alça de Drigalsky, realizou-se
uma remoção da massa micelial, com o objetivo de sus-
pender os conídios na água. Após, 100 µL da suspensão
homogeneizada foram utilizados para a contagem em
Câmara de Neubauer.

Para este ensaio foram utilizados 36 isolados (1 iso-
lado = 1 tratamento) com 4 repetições (1 placa = 1 repe-
tição), totalizando a avaliação de 144 placas.

 3.3 Avaliação do potencial antagônico a outros fun-
gos fitopatogênicos para cultura do tomateiro
A metodologia aplicada foi semelhante à descrita

no item 3.1. A avaliação competitiva de F. oxyspo-
rum e S. lycopersici determinou que houvesse uma

tras de rizoplano e filoplano, com manchas necróticas,
de plantas de tomateiro.

Tabela 1 - Coleção de isolados. Laboratório de Fitopatologia da FEPA-
GRO. Porto Alegre, RS, 2003-2004.

Isolados Número Origem

Gliocladium viride 13 Porto Alegre

Trichoderma harzianum 8 Porto Alegre

Trichoderma harzianum 5 Viamão

Trichoderma harzianum 9 Eldorado do Sul

Trichoderma harzianum 1 Vacaria

Botrytis cinerea 1 Eldorado do Sul

Fusarium oxysporum 1 Eldorado do Sul

Septoria lycopersici 1 Eldorado do Sul

2 Identificação e preservação dos antagonistas aos
fitopatógenos
Os isolados de Trichoderma sp. e de Gliocladium sp.,

selecionados em testes “in vitro”, foram identificados em
nível de espécie, com o auxílio de microscópio esteros-
cópico e ótico, considerando-se a coloração da colônia,
em meio BDA, e a morfologia dos conidióforos, fiálides
e conídios, de acordo com a chave de Domsch et al.(1980),
como T. harzianum e G. viride. Os isolados foram preser-
vados em papel e em tubos com meio de cultura BDA
para as repicagens durante o trabalho. A coleção foi man-
tida à temperatura de 4°C no Laboratório de Fitopatolo-
gia da FEPAGRO.

3 Seleção in vitro dos antagonistas (segundo meto-
dologia de Mariano, 1993)

3.1 Avaliação do potencial antagônico a Botrytis ci-
nerea.
Esta avaliação foi precedida pela elaboração de uma

curva de crescimento e plaqueamento diferencial, onde
foram avaliadas as condições competitivas de ambos os
fungos, a fim de que obtivessem no teste a igualdade de
condições de crescimento. B. cinerea apresentou cresci-
mento micelial mais lento em meio de cultura BDA que
os antagonistas, necessitando de 216 horas de incubação
à 23°C para obter 9 cm de diâmetro nas colônias. Os iso-
lados de T. harzianum e G. viride obtiveram o mesmo
crescimento em apenas 168 horas.

A avaliação do potencial de controle dos antago-
nistas in vitro foi realizada por meio do método de
culturas pareadas. A aplicação deste método consistiu
na deposição de dois discos de 5 mm de diâmetro, em
placas com meio BDA, dispostos em dois pontos opos-
tos e eqüidistantes das bordas das placas, contendo es-
truturas do provável antagonista e do fitopatógeno. Na
montagem do pareamento houve antecipação de dois
dias na deposição dos discos de B. cinerea nas placas
com meio de cultura BDA, em vista de seu crescimen-
to micelial em relação aos antagonistas. Após a colo-
cação dos antagonistas nas placas estas foram incuba-
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3.5 Avaliação da capacidade dos antagonistas para
produção de compostos voláteis
Os isolados representativos de antagonistas da cole-

ção também foram testados para a avaliação da produção
de metabólitos voláteis, com atuação sobre o desenvol-
vimento de B.cinerea. Neste ensaio foi utilizado o culti-
vo em placas de Petri sobrepostas contendo meio de cul-
tura BDA, uma delas inoculada com o patógeno e outra
com antagonista. As placas foram incubadas a 23°C com
fotoperíodo de 12 horas, por 7 dias. A avaliação da capa-
cidade dos antagonistas para produção de compostos vo-
láteis foi realizada pela medição do diâmetro das colôni-
as de B. cinerea crescidas no meio após o período de in-
cubação e em contato com gases produzidos pelos possí-
veis antagonistas. Essa medição foi comparada com o
controle, onde B. cinerea cresceu sem a presença de an-
tagonistas.

 Este ensaio constou de 10 tratamentos e 4 repetições,
totalizando a avaliação de 40 placas.

4 Efeito de Benomil sobre o crescimento dos anta-
gonistas testados (segundo metodologia de Ghini e
Vitti, 1996)
Avaliou-se “in vitro”o efeito de Benomil (ingredien-

te ativo: 500 g/kg), fungicida comumente utilizado no
controle de doenças do tomateiro em estufa, sobre o cres-
cimento de T. harzianum e G. viride.

O fungicida foi testado a 0, 1, 2, 5 e 10 ppm do ingre-
diente ativo de Benomil, adicionado ao meio de BDA fun-
dido (± 45°C) e em seguida vertido em placas. Após a so-
lidificação do meio, no centro de cada placa, foi colocado
um disco de micélio de 5 mm de diâmetro, retirado das
margens de colônias de T. harzianum e G. viride cultiva-
dos em BDA, com 10 dias de cultivo. As placas foram
mantidas em temperaturas de laboratório (±25°C) sob fo-
toperíodo de 12 horas, por 48 horas, determinado-se os
diâmetros médios das colônias. O ensaio constou de 40
tratamentos com 4 repetições, totalizando 196 placas.

5 Testes in vivo

5.1 Efeito de T. harzianum e  G. viride na emergên-
cia e no desenvolvimento de plântulas de tomateiro
O experimento foi conduzido na Estação Experimen-

tal da FEPAGRO localizada em Eldorado do Sul (RS),
em casa de vegetação. O experimento constou dos se-
guintes tratamentos: T0: Controle (sem aplicação de an-
tagonistas na semente e substrato comercial Plantmax,
sem esterilização); T1: TRIC –30 no substrato e semen-
tes de tomateiro; T2: aplicação de GLIO –10 no substra-
to e sementes de tomateiro; T3: aplicação simultânea de
TRIC –30 e GLIO –10 no substrato e sementes de toma-
teiro. Os tratamentos foram feitos com 4 repetições, sen-
do que cada um deles constou do plantio de 26 sementes
de tomateiro. As sementes foram revestidas com uma

antecipação de 48 horas no plaqueamento de Septo-
ria lycopersici para a montagem do pareamento nas
placas de Petri.

Neste ensaio foram utilizados apenas 9 isolados ( iso-
lado = 1tratamento) representativos da coleção de anta-
gonistas, 1 isolado de F. oxysporum e 1 de  S. lycopersic.
Foi elaborado com 20 tratamentos (1 tratamento = 1 iso-
lado) com 4 repetições (1 repetição = 1 placa), totalizan-
do a avaliação de 80 placas.

Os tratamentos de controle consistiram apenas na
deposição centralizada de 1 disco de 5 mm de diâmetro
de meio contendo F. oxysporum e S. lycopersici, separa-
damente, em placas com meio BDA.

3.4 Avaliação da compatibilidade entre os agentes
de biocontrole selecionados
Em trabalhos recentes, Guetsky et al.(2001) preco-

nizaram que a aplicação de mais de um antagonista, com
diferentes requerimentos ecológicos, pode aumentar a
eficiência e diminuir a variabilidade do controle bioló-
gico. Logo, aplicações simultâneas de T. harzianum e
G. virens podem melhorar a eficiência do controle bio-
lógico para B. cinerea e de outros fungos patogênicos à
cultura do tomate em ambiente protegido. Em vista da
possibilidade da utilização de tratamentos com aplica-
ção simultânea de dois antagonistas (no solo, sementes
e foliar), fez-se necessária a avaliação do antagonismo
entre os agentes de biocontrole selecionados. A meto-
dologia foi similar à descrita no item 3.1, sendo que
neste ensaio foram utilizados 5 isolados de T. harzia-
num e 3 isolados de G. viride.

Os tratamentos de controle consistiram apenas na
deposição centralizada de 1 disco de 5 mm de diâme-
tro de meio contendo 1 isolado (T. harzianum ou  G.
viride) em placas com meio BDA. Todas as placas fo-
ram incubadas por 7 dias em temperatura de 23°C e
fotoperíodo de 12 horas. Foi realizada a avaliação vi-
sual, após 10 dias de incubação, baseada na escala,
proposta por Bell et al. (1982) (modificada pelos au-
tores), mostrada a seguir.

Escala:
Nota 1: O isolado de T. harzianum cresce sobre, apro-

ximadamente, 75% da placa de Petri; inibe 25% o cresci-
mento de G. viride.

Nota 2: O isolado de G. viride cresce sobre, aproxi-
madamente, 75% da placa de Petri; inibe 25% o cresci-
mento de T. harzianum.

Nota 3: T. harzianum cresce 50% e G. viride, 50% da
placa.

Nota 4: Formação de halo entre as duas colônias pa-
readas, sem a presença de conídios.

 Este ensaio constou de 18 tratamentos (1 tratamento
= 1 isolado de T. harzianum x 1 isolado de G. viride) e 8
tratamentos de controle, com 4 repetições (1 repetição =
1 placa), totalizando a avaliação de 104 placas.
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suspensão de 4 x 108 conídios mL-1 do(s) antagonista(s)
acrescida de um agente adesivo (KLEIFELD e CHET,
1992). Ao substrato, foram adicionados 5 g de antago-
nista (cultivado em arroz), na concentração de 108 coní-
dios g-1, para cada 1 kg de substrato.

A avaliação foi feita pelo número de plantas emergidas
após sete e dez dias de cultivo onde foram determinados
altura da parte aérea (cm), comprimento da raiz (cm) e
peso da matéria seca (g) de 10 plantas coletadas por repe-
tição. A avaliação da altura de planta e comprimento de
raiz foi realizada com o auxílio de régua milimetrada,
medindo do colo da planta até a axila da última folha e do
colo até o final da última radícula inserida na raiz princi-
pal, respectivamente. Já para a avaliação da matéria seca
(raiz desidratada), as raízes das plantas foram lavadas em
água corrente e acondicionadas, separadamente, em sacos
de papel, e em seguida secas em estufa com temperatura
regulada a 60°C, até o material atingir peso constante.

5.2 Persistência de T. harzianum e G. viride nas raí-
zes de plântulas de tomateiro
O ensaio na casa de vegetação consistiu dos seguin-

tes tratamentos:
(t0): Nenhum tratamento com os biocontroladores.
(t1): Inoculação de GLIO – 10 nas sementes de toma-

teiro.
(t2): Inoculação de TRIC – 30 nas sementes de toma-

teiro.
(t3): Inoculação simultânea de GLIO – 10 e TRIC –

30 nas sementes de tomateiro.
As sementes foram revestidas com uma suspensão de

4 x 108 conídios mL-1 do(s) antagonista(s) acrescida de
um agente adesivo (KLEIFELD e CHET, 1992).

Os 4 tratamentos foram realizados, com 4 repetições,
sendo que cada um deles constou da avaliação de 40 ra-
dículas oriundas de 20 plântulas de tomateiro, após 15
dias da emergência.  Duas radículas de cada plântula fo-
ram removidas e desinfestadas, com hipoclorito a 1%,
durante 2 minutos. Após foram transferidas para placa de
Petri contendo BDA mais tetraciclina (250 mq/L), sendo
dispostas 5 radículas por placa. As avaliações foram efe-
tuadas aos 4 dias de incubação a 23°C, fotoperíodo de 12
horas, pela contagem do número de radículas com cres-
cimento dos antagonistas, sendo posteriormente determi-
nada a média de incidência. Os antagonistas foram repi-
cados para placas contendo BDA para o procedimento
de identificação segundo Domsch et al. (1980).

5.3 Efeito dos tratamentos com T. harzianum e G.
viride na incidência de B. cinerea em flores planta-1

O ensaio em estufa consistiu dos seguintes tratamentos:
Testemunha: Nenhum tratamento com os biocontro-

ladores.
G. viride (T1): Biocontrolador no substrato, semente

e cova (plantio).

G. viride (T2): Biocontrolador apenas em pulveriza-
ções foliares semanais 7 dias após o plantio.

G. viride (T3): Biocontrolador no substrato, semente,
cova (plantio) e nas pulverizações semanais foliares.

T. harzianum (t1): Biocontrolador no substrato, se-
mente e cova (plantio).

T. harzianum (t2): Biocontrolador apenas em pulve-
rizações foliares semanais 7 dias após o plantio.

T. harzianum (t3): Biocontrolador no substrato, se-
mente, cova (plantio) e nas pulverizações foliares sema-
nais.

Os tratamentos foram repetidos 4 vezes, sendo que
cada um deles constou de 12 plantas de tomateiro. As
sementes foram revestidas com uma suspensão de 4 x
108 conídios/mL do(s) antagonista(s) acrescida de um
agente adesivo (KLEIFELD e CHET, 1992). No substra-
to, foram adicionados 5 g de antagonista (cultivado em
arroz), na concentração de 108 conídios/g, para cada 1 kg
de substrato. As aplicações dos antagonistas (3 x 108 co-
nídios mL-1) foram feitas com pulverizador costal, a par-
tir da emergência, em intervalos de sete dias.

A avaliação foi realizada por meio de 2 coletas alea-
tórias, a primeira após 15 dias e a segunda 30 dias do
início do florescimento, de 10 flores parcela-1. As flores
coletadas foram removidas, assepticamente, e transferi-
das para placa contendo BDA mais tetraciclina (250 mg/
L), sendo dispostas 5 flores por placa. As avaliações fo-
ram efetuadas aos 4 dias de incubação a 23°C, fotoperío-
do de 12 horas, pela contagem do número de flores com
crescimento do patógeno, sendo posteriormente determi-
nada a média de incidência.

6 Análise estatística
Os dados foram submetidos à análise de variância e

para comparação de médias empregou-se o Teste Tukey,
utilizando o programa computacional SAS.

Resultados e discussão

A inibição de B. cinerea por T. harzianum em relação
ao tratamento de controle variou de 42,31 a 74,41% (Ta-
bela 2). Os isolados de T. harzianum que apresentaram
maior efeito inibitório foram: TRIC – 30 (74,41%), TRIC
– 36 (72,49%), TRIC – 35 (70,42 %), TRIC – 17 (70,42%)
e TRIC – 33 (70,42%). Já os isolados de G. viride apre-
sentaram uma menor variação, de 50,74 a 60,06%. Os
melhores isolados de G. viride para o controle de B. cine-
rea foram: GLIO – 12 (60,06%), GLIO – 7 (60,06%),
GLIO – 10 (58,14%) e GLIO – 6 (57,70%).

As notas da avaliação visual foram feitas após um
período de 10 dias, quando foi possível observar o cres-
cimento dos melhores isolados de T. harzianum e G. viri-
de sobre a colônia de B. cinerea, o que pode justificar a
ausência de correlação entre o percentual de inibição con-
tra B. cinerea e as notas da avaliação visual do antago-
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Testes in vitro

Tabela 2 - Ação inibitória contra Botrytis cinerea (%) e notas da avaliação visual do antagonista em presença do patógeno; crescimento micelial
(diâmetro da colônia) e produção de conídios em meio de cultura BDA.

Isolados % Inibição  Botrytis 5% Avaliação visual Crescimento Produção de conídios

cinerea (nota) micelial X 50.000 mL-1

TRIC – 30 74,41 a 1 6,96 bcd 21,66 bcd

TRIC – 36 72,49 ab 2 6,70 cde 15,0 cd

TRIC – 35 70,42 abc 2 7,23 abcd 47,33 bc

TRIC –17 70,42 abc 2 4,13 hijkl 1,33 d

TRIC – 33 70,42 abc 2 7,5 abc 48,0 bc

GLIO – 12 60,06 abc 2 3,66 jklm 9,66 d

TRIC – 37 62,58 abcd 2 5,93 ef 55,66 b

GLIO – 7 60,06 abcde 2 4,43 hji 5,66 d

TRIC – 11 59,62 abcdef 2 4,83 gh 26,66 bcd

TRIC – 29 58,14 abcdef 2 7,23 abcd 33,0 bcd

GLIO – 10 58,14 abcdef 1 5,96 ef 18,33 cd

TRIC – 15 58,14 abcdef 2 4,43 hji 4,0 d

GLIO – 6 57,70 abcdef 1 5,96 ef 13,0 cd

TRIC – 31 57,59 abcdef 2 6,60 de 5,33 d

TRIC – 21 57,70 abcdef 1 4,86 gh 17,66 cd

TRIC – 32 57,11 abcdef 1 7,46 abc 28,0 bcd

TRIC – 19 57,11 abcdef 1 4,6 ghi 1,67 d

TRIC – 3 57,11 abcdef 2 3,83 ijkl 3,33 d

GLIO – 13 56,66 bcdef 2 2,93 m 8,66 d

GLIO – 14 56,66 bcdef 2 4,16 hijkl 7,66 d

TRIC – 34 56,66 bcdef 2 7,63 ab 27,33 bcd

TRIC – 18 56,22 bcdef 2 4,90 gh 9,0 d

GLIO – 4 56,22 bcdef 2 5,33 fg 6,66 d

GLIO – 5 56,22 bcdef 2 4,13 hijkl 4,0 d

TRIC – 8 56,22 bcdef 1 7,83 a 120,0 a

GLIO – 1 55,14 bcdef 2 4,46 hij 23,0 cbd

TRIC – 14 54,64 cdef 2 3,76 jkl 2,33 d

TRIC – 24 53,70 cdef 2 4,86 gh 9,0 d

GLIO – 2 53,66 cdef 2 4,3 hijk 10,0 d

GLIO – 9 51,19 def 1 3,46 lm 7,0 d

TRIC – 16 51,19 def 2 5,33 fg 6,33 d

 GLIO – 11 50,74 def 2 3,5 klm 3,0 d

TRIC – 23 50,30 def 1 4,76 gh 15,66 cd

TRIC –22 46,26 def 1 4,23 hijkl 3,33 d

TRIC – 26 43,35 ef 2 4,6 ghi 2,33 d

TRIC – 20 42,31 f 2 4,16 hijkl 6,0 d

*Médias seguidas de mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5%.
Escala:
Nota 1: Antagonista crescendo sobre toda a placa de Petri.
Nota 2: Antagonista crescendo sobre, aproximadamente, 75% da placa de Petri.
Nota 3: Antagonista crescendo sobre aproximadamente, 50% da placa de Petri.
Nota 4: Patógeno crescendo sobre, aproximadamente, 75% da placa de Petri.
Nota 5: Patógeno crescendo sobre toda a placa de Petri.

Codificação dos isolados:
As abreviações TRIC e GLIO correspondem a isolados de Trichoderma harzianum e Gliocladium viride, respectivamente. Os números são utilizados para diferenciá-
los dentro da coleção, uma vez que cada isolado apresenta diferenças genéticas frente a outro isolado da mesma espécie.

nista em presença do patógeno. Os dados obtidos com a
avaliação visual foram decisivos para a seleção de um
grupo de isolados para os demais testes “in vitro”. Os
isolados selecionados, que obtiveram a nota 1, foram:
TRIC – 30, GLIO – 10, TRIC – 8, TRIC – 32, GLIO – 9,
TRIC – 23, TRIC – 21, TRIC – 19 e GLIO – 6.

Os dados referentes ao crescimento micelial (diâme-
tro da colônia [cm]) e produção de conídios (Tabela 2)
não apresentaram correlação significativa com a ação
inibitória dos isolados de T. harzianum e G. viride à B.
cinerea. Dentre os isolados de G. viride, GLIO – 10, des-
tacou-se dos demais tanto no crescimento micelial (5,95

cm) como na produção de conídios (18,33 x 50.000 coní-
dios/mL), obtendo os maiores valores dentro da sua es-
pécie. O isolado de T. harzianum, TRIC – 30, apesar de
apresentar o maior valor inibitório sobre B. cinerea, em
relação ao crescimento micelial e produção de conídios
obteve valores intermediários quando comparado com os
demais isolados.

A inibição do crescimento de S. lycopersici e F. oxys-
porum, dois patógenos que ocasionam danos de relevân-
cia na cultura do tomateiro, pelos isolados de T. harzia-
num e G. viride (Tabela 3) variou de 22,29 a 49,32% e
13,63 a 44,15%, respectivamente. O isolado TRIC – 32
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obteve o maior percentual de inibição tanto contra S. lyco-
persici (49,32%) como para F. oxysporum (44,15%). O
isolado TRIC – 30 apresentou um nível médio de inibi-
ção contra S. lycopersici (33,77%) e um baixo nível de
inibição contra F. oxysporum (13,63%). Entretanto, na
avaliação visual obteve nota 2 nos percentuais de inibi-
ção ocasionados à F. oxysporum e S. lycopersici. O isola-
do GLIO – 10 também apresentou nível médio de inibi-

ção em relação a S. lycopersici (27,02%) e em relação a
F. oxysporum (31,16%). As avaliações visuais do parea-
mento de GLIO – 10 com isolados dos patógenos, evi-
denciaram baixa eficiência no controle de S. lycopersici
e alta para F. oxysporum. Segundo Fokkema (1996), o
sucesso dos antagonistas é determinado não somente por
sua ação antagônica direta, mas também pela possível
duração da interação entre antagonista e patógeno.

Tabela 3 - Ação inibitória de isolados de Trichoderma harzianum e  Gliocladium viride contra Septoria lycopersici e Fusarium oxysporum (%) e
notas da avaliação visual do antagonista em presença do patógeno.

Tratamentos Inibição (%) Avaliação Visual Inibição (%) Avaliação Visual

Septoria lycopersici (Nota) Fusarium oxysporum (Nota)

TRIC – 30 33,77 ab 2 13,63 c 2

GLIO – 10 27,02 ab 3 31,16 abc 1

TRIC – 8 43,91 ab 1 31,81 abc 3

TRIC – 32 49,32 a 2 44,15 a 1

GLIO – 9 24,04 ab 3 27,91 abc 3

TRIC – 23 38,51 ab 1 28,56 abc 2

TRIC – 21 47,29 ab 1 21,42 bc 3

TRIC – 9 45,26 ab 2 31,81 abc 1

GLIO – 6 22,29 b 2 37,01 ab 2

*Médias seguidas de mesma letra não diferem pelo teste de Tukey a 5%.
Escala:
Nota 1: Antagonista crescendo sobre toda a placa de Petri.
Nota 2: Antagonista crescendo sobre, aproximadamente, 75% da placa de Petri.
Nota 3: Antagonista crescendo sobre aproximadamente, 50% da placa de Petri.
Nota 4: Patógeno crescendo sobre, aproximadamente, 75% da placa de Petri.
Nota 5: Patógeno crescendo sobre toda a placa de Petri.

O crescimento micelial (diâmetro das colônias [cm])
de B. cinerea em presença de compostos voláteis oriun-
dos de isolados de T. harzianum e G. viride (Tabela 4)
apresentou redução de até 46,8%, obtido pelo isolado
GLIO – 6, em relação ao tratamento controle. Os isola-
dos que se destacaram na produção de compostos volá-
teis foram: GLIO – 6 (46,8%), TRIC – 19 (40,47%), TRIC
– 21 (40,47%), TRIC – 23 (39,73%), GLIO – 9 (38,24%),
TRIC – 32 (36%). Os isolados GLIO – 10 e TRIC – 30
demonstraram produzir baixa quantidade de compostos
voláteis com efeito inibitório sob o crescimento micelial
de B. cinerea.

A avaliação da compatibilidade entre os isolados de
T. harzianum e G. viride (Tabela 5), pelo método de cul-

turas pareadas, demonstrou que podem existir relações
antagônicas mesmo dentre os agentes biocontroladores.
O isolado de T. harzianum, TRIC – 19, apresentou redu-
ção de 25% em seu crescimento micelial quando parea-
do, com os três isolados de G. viride. Outra reação de
incompatibilidade para crescimento micelial simultâneo
foi observado com o isolado de T. harzianum, TRIC –
21, que apresentou formação de halo e inexistência de
conídios quando pareado com os isolados de G. viride.
Os demais isolados testados apresentaram compatibili-
dade, pois houve uniformidade no crescimento micelial
entre os isolados, quando pareados em placas contendo
meio de cultura BDA. Além disso, não foram observadas
reações antagônicas entre eles. Segundo Guetsky et al.
(2002), a introdução de 2 ou mais agentes biocontrolado-
res na filosfera, com diferentes requerimentos ecológi-
cos, poderá facilitar e aumentar a consistência do contro-
le da doença sem afetar a eficácia dos biocontroladores.
Entretanto, de acordo com os resultados obtidos, deve
ser testada previamente a compatibilidade entre eles, uma
vez que podem apresentar reações antagônicas.

Como as doenças associadas à filosfera não são de
ocorrência isolada, o uso de bioagentes deve ser integra-
do com outras práticas agrícolas. Muitas dessas práticas
interferem com o bioagente diretamente e/ou alteram o
equilíbrio da comunidade microbiana do filoplano
(MELO, 1996). Deste modo, tornou-se necessária a sele-
ção de isolados com maior resistência aos produtos mais
utilizados na cultura,  como o Benomil, recomendado para

Tabela 4 - Crescimento micelial de Botrytis cinerea em culturas desen-
volvidas em presença de metabólitos voláteis

Tratamentos Diâmetro das colônias

Controle 6,72 a*

TRIC – 30 6,30 ab

GLIO – 10 5,07 bc

TRIC – 8 4,32 cd

TRIC – 32 4,30 cd

GLIO – 9 4,15 cd

TRIC – 23 4,05 cd

TRIC – 21 4,00 cd

TRIC – 19 4,00 cd

GLIO – 6 3,57 d

de isolados de Trichoderma harzianum e de Gliocladium viride.
Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo Teste de
Tukey a 5%.
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o controle de S. lycopersici, Stemphylium solani, B. cine-
rea, F. oxysporum, Verticillium alboatrum, e Sclerotium
rolfsii. A concentração de Benomil recomendada para o
controle de patógenos foliares em tomateiro é de 0,7g /L

(COMPÊNDIO DE DEFENSIVOS AGRÍCOLAS,
1999), o que equivale a 350 mg/L do ingrediente ativo.

A avaliação do crescimento micelial de T. harzianum e
G. viride em meio BDA com diferentes concentrações de
Benomil (Tabela 6) demonstrou que houve diferenças sig-
nificativas entre os isolados quanto à resistência a esse fun-
gicida. Os isolados GLIO – 10 e TRIC – 30, obtidos em
cultivos de tomate a campo, apresentaram o maior nível
de resistência ao fungida em relação aos demais isola-
dos, cujos percentuais de redução no crescimento mice-
lial, em concentrações de 10 mg/L do ingrediente ativo
do Benomil, foram de 29,77% e 35,75%, respectivamen-
te. Os isolados TRIC – 19 e TRIC – 32, também obtidos
em cultivos de tomate à campo, apresentaram nível in-
termediário de resistência ao fungicida. Os percentuais
de redução no crescimento, na concentração de 10 ppm,
foram de 70,23% e 55,46%, respectivamente. Por outro
lado, os isolados GLIO 6, GLIO 9, TRIC 21 e TRIC 23,
também oriundos de cultivos de tomate sob ambiente
protegido, apresentaram uma inibição de aproximadamen-
te 50% do crescimento micelial na concentração de 2 mg/
L do ingrediente ativo, e 100% na concentração de 5 mg/
L. Estes resultados podem estar associados ao fato de que
Benomil não é comumente recomendado para cultivos sob
ambiente protegido, o que não promoveu uma pressão de
seleção em favor das estirpes fúngicas resistentes, permi-
tindo a sobrevivência das sensíveis.

Tabela 5 - Compatibilidade entre os isolados de Trichoderma harzia-
num e Gliocladium viride pelo método de culturas pareadas.

Trichoderma harzianum Gliocladium viride Nota

Isolado n° Isolado n°

GLIO – 6 TRIC – 19 2

GLIO – 6 TRIC – 21 4

GLIO – 6 TRIC – 23 3

GLIO – 6 TRIC – 30 3

GLIO – 6 TRIC – 32 3

GLIO – 9 TRIC – 19 2

GLIO – 9 TRIC – 21 4

GLIO – 9 TRIC – 23 3

GLIO – 9 TRIC – 30 3

GLIO – 9 TRIC – 32 3

GLIO – 10 TRIC – 19 2

GLIO – 10 TRIC – 21 4

GLIO – 10 TRIC – 23 3

GLIO – 10 TRIC – 30 3

GLIO – 10 TRIC – 32 3

A avaliação visual da compatibilidade foi baseada na seguinte escala de notas:
Nota 1: O isolado de  Trichoderma harzianum cresce sobre, aproximadamente,
75% da placa de Petri; inibe 25% o crescimento de Gliocladium viride.
Nota 2: O isolado de  Gliocladium viride cresce sobre, aproximadamente, 75% da
placa de Petri; inibe 25% o crescimento de Trichoderma harzianum.
Nota 3: Trichoderma harzianum cresce 50% e  Gliocladium viride, 50% da placa
de Petri.
Nota 4: Formação de halo entre as duas colônias pareadas, sem a presença de
conídios.

Tabela 6 - Diâmetro das colônias de Trichoderma harzianum e Gliocladium viride crescidas em meio BDA contendo diferentes concentrações de
Benlate 500 (Ingrediente ativo: Benomil, 500g /kg).

Isolados
Concentração de Benomil (ppm)/ litro de BDA

0 ppm 1 ppm 2 ppm 5 ppm 10 ppm

GLIO – 6 9,0 Aa 8,75 Aa 4,52 Eb 0 Cc 0 Dc

GLIO – 9 8,97 Aa 8,87 Aa 5,62 Db 0 Cc 0 Dc

GLIO – 10 9,0 Aa 8,95 Aa 8,85 Aa 7,52 Ab 6,32 Ac

TRIC – 19 8,97 Aa 8,70 Aa 8,52 Bb 7,67 Ac 2,67 Cd

TRIC – 21 8,97 Aa 8,77 Aa 4,60 Eb 0 Cc 0 Dc

TRIC – 23 8,95 Aa 8,80 Aa 4,05 Fb 0 Cc 0 Dc

TRIC – 30 8,95 Aa 8,82 Aa 8,80 Aa 7,52 Ab 5,75 Bc

TRIC – 32 8,87 Aa 8,77 Aa 7,67 Cb 5,65 Bc 3,95 Cd

Médias de mesma letra, maiúscula na coluna e minúscula na linha, não diferem estatísticamente pelo teste de Tukey a 5%.

A aplicação de T. harzianum e de G. viride no subs-
trato para produção da mudas de tomateiro, conforme
dados apresentados na Tabela 7, não mostrou incre-
mento significativo para as variáveis analisadas. No
experimento, as plantas estavam em condições con-
troladas, livres de patógenos, em substrato homogê-
neo e com nutrientes suficientes para seu desenvolvi-
mento. O efeito dos antagonistas sobre a emergência e
o crescimento das plântulas de tomateiro não foi evi-
denciado, possivelmente, devido ao fato de a absorção
de nutrientes ter ocorrido de forma semelhante pelas
plantas tratadas com antagonistas e pelas plantas do
tratamento de controle. T. harzianum e G. viride pro-
movem o crescimento das plantas quando estas estão
submetidas a algum estresse biológico ou edáfico, pois

conferem tolerância a vários fatores de estresse às plan-
tas (HARMAN, 2000). Outro ponto a ser considerado
seria que o período de ocorrência da interação entre o
biocontrolador e a planta é bem maior do que 15 dias,
utilizado neste trabalho, para ocasionar diferenças sig-
nificativas nas variáveis analisadas. Além disso, o lote,
o nível de infecção e o tipo de microrganismo presen-
te nas sementes também poderiam afetar a eficiência
do desempenho dos antagonistas (LUZ, 1993). As se-
mentes de tomate, utilizadas neste trabalho, eram cer-
tificadas, com uma baixa incidência de patógenos que
pudessem prejudicar a emergência das mesmas, o que
justifica a inexistência de aumento na taxa de emer-
gência de plântulas em relação ao tratamento de con-
trole.
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A incidência de T. harzianum e G. viride, nas radí-
culas das plântulas de tomateiro oriundas de sementes
inoculadas (Tabela 8), apresentou diferença significati-
va em relação ao tratamento de controle. Não foi evi-
denciada diferença na incidência entre os dois antago-
nistas em radículas, oriundas de sementes inoculadas.
A desinfestação com hipoclorito de sódio a 1%, durante
2 minutos, demonstrou que os antagonistas já haviam

Testes in vivo

Tabela 7 - Efeito de isolados de Trichoderma harzianum e de Gliocladium viride, TRIC – 30 e GLIO – 10 inoculados no substrato sobre o
desenvolvimento de tomateiros; médias do número de plantas emergidas após sete e dez dias; altura da parte aérea; comprimento da raiz e peso da
matéria seca de 10 plantas coletadas. Eldorado do Sul, RS. 2004.

Variável analisada Dias após plantio Controle Trichoderma Gliocladium TRIC+GLIO

TRIC – 30 GLIO – 10

Nºde plantas/emerg 7 dias 9,5 a 7,4 a 7,4 a 6,9 a

Nºde plantas/emerg * 15 dias 21 a 21,4 a 22,0 a 23,4 a

Altura da planta (cm) 15 dias 8,5 a 8,3 a 8,0 a 8,1 a

Medida da raiz(cm) 15 dias 2,0 a 1,60 a 1,50 a 2,19 a

Peso seco g 15 dias 0,09 a 0,08 a 0,08 a 0,09 a

 * O número máximo de emergência seria 26, correspondente a todas as sementes que foram plantadas.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.

colonizado a maioria dos tecidos superficiais do siste-
ma radicular, no período de 15 dias.

A incidência de B. cinerea na cultura do tomateiro foi
observada durante todo o período de florescimento, com
intensidade variável. A ocorrência de mofo cinza em flo-
res de tomateiro variou dependendo do tratamento utili-
zado. A maior incidência de B. cinerea ocorreu no trata-
mento de controle.

Tabela 8 - Incidência de Trichoderma harzianum e Gliocladium viride nas radículas de plântulas de tomateiro.

Tratamentos % Incidência de T. harzianum e G. viride

t0: Nenhum tratamento com os biocontroladores; 1,32 B

t1: Inoculação de GLIO – 10 nas sementes de tomateiro; 9,5 A

t2: Inoculação de TRIC – 30 nas sementes de tomateiro; 7,75 A

t3: Inoculação simultânea de GLIO – 10 e TRIC – 30 nas sementes de tomateiro 8,75 A

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.

O teste in vivo utilizando isolados de T. harzianum e
de G. viride, TRIC – 30 e GLIO –10, respectivamente,
sob formas diferenciadas de aplicação (Tabela 9), evi-
denciou a eficiência de GLIO – 10 na redução da inci-
dência de B. cinerea em flores de tomateiro. Não foram
observadas frutificações de G. viride em flores e frutos
de tomateiros nas parcelas tratadas, característica que
evidencia o potencial desse organismo para o controle de
B. cinerea em tomateiros sob cultivo protegido. Os trata-
mentos t2 e t3, utilizando o isolado de G. viride GLIO  –
10, apresentaram uma redução de 62%, em relação ao
tratamento de controle, na incidência de B. cinerea em
flores de tomateiros. Esse resultado foi similar ao encon-
trado pelo método de culturas pareadas, efetuado em la-
boratório, cujo percentual inibitório contra B. cinerea foi
de 58,14%. Já no tratamento t1, que envolvia apenas apli-
cações no substrato, sementes e cova de plantio não ocor-
reu indução de resistência, uma vez que não foi eficiente
para controlar o patógeno. Provavelmente, o sucesso deste
antagonista foi determinado, principalmente, por sua ação
antagônica direta nos órgãos mais suscetíveis ao patóge-
no. Logo, neste trabalho, a forma preferencial de aplica-
ção de antagonistas, para o controle de B. cinerea em
tomateiro sob cultivo protegido, são as pulverizações se-
manais a partir do florescimento.

Os tratamentos utilizando isolado de T. harzianum,
TRIC – 30, não diferenciaram-se do tratamento controle
sob nenhum modo de aplicação. Ghini e Vitti (1993) tam-
bém não obtiveram controle de B. cinerea em morango
com o uso de T. harzianum selecionado de solo cultivado
com a cultura e efetivo na inibição do patógeno in vitro.
Gulliano et al. (1991), comparando a utilização de Tricho-
derma spp. em controle biológico e integrado de B. cine-
rea em tomate, observaram que Trichoderma spp. sozi-
nho, usado em pulverizações foliares, não apresentou con-
trole consistente da doença. No entanto, obteve controle
completo da doença e redução, acima de 50%, do número
de aplicações, quando utilizou a mistura de dicarboximida
+ thiram ou a alternância dessa mistura com Trichoderma
spp. Em trabalhos posteriores, esses autores aplicaram si-
multaneamente isolados de Trichoderma spp. (com resis-
tênca ao fungicida) e Benomil e obtiveram um controle
promissor. Elad e Shitienberg (1996) também demonstra-
ram a efetividade de T. harzianum em adição a fungicidas
no controle de B. cinerea em pepino. O isolado seleciona-
do neste trabalho também pode ter efeito sob B. cinerea,
quando utilizado em controle integrado, uma vez que apre-
senta, dentre os demais testados, bom nível de resistência
a este fungicida. Outra possibilidade para aumentar a efi-
ciência do isolado de T. harzianum seria o enriquecimento
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do filoplano com nutrientes, que, além de agir diretamente
sobre as microbiotas antagônica e patogênica, pode incitar
mudanças no próprio hospedeiro.

A utilização de G. viride para o controle de B. cinerea
em tomateiros sob cultivo protegido, de acordo com os

resultados deste trabalho, apresenta grande potencial para
tornar-se importante alternativa para os produtores de
tomates em estufas, uma vez que B. cinerea adquire re-
sistência a fungicidas com maior freqüência nestas con-
dições de ambiente.

Tabela 9 - Efeito dos tratamentos com isolados de Trichoderma harzianum e Gliocladium viride, TRIC – 30 e GLIO– 10, na incidência de Botrytis
cinerea em flores de tomateiro. Eldorado do Sul, RS. 2005.

Tratamentos Botões florais necrosados por B. cinerea

Testemunha 12,29 a

Gliocladium viride (t1) 9,542 a

Gliocladium viride (t2) 4,717 b

Gliocladium viride (t3) 4,708 b

Trichoderma harzianum (t1) 11,92 a

Trichoderma harzianum (t2) 11,13 a

Trichoderma harzianum (t3) 11,50 a

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
Testemunha: Nenhum tratamento com os biocontroladores.
Gliocladium viride (t1): Biocontrolador no substrato, semente e cova (plantio);. Gliocladium viride (t2): Biocontrolador apenas em pulverizações foliares semanais 7
dias após o plantio.
Gliocladium viride (t3): Biocontrolador no substrato, semente ,cova (plantio) e nas pulverizações foliares.
Trichoderma harzianum (t1): Biocontrolador no substrato, semente e cova (plantio).
Trichoderma harzianum (t2): Biocontrolador apenas em pulverizações foliares semanais 7 dias após o plantio.
Trichoderma harzianum (t3): Biocontrolador no substrato, semente, cova (plantio) e nas pulverizações foliares;
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