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INTRODUÇÃO 7 

As micotoxinas são contaminantes naturais produzidas por fungos, que podem ter efeitos 8 

adversos para a saúde. Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas (AFs) são as mais referenciadas em 9 

CB, pois são bastante estudadas devido ao seu risco potencial tóxico (KLICH, 2009). O fungo 10 

predominante associado a amêndoas de castanha-do-brasil (CB) têm sido Aspergillus spp., 11 

especialmente espécies da Secção Flavi, que produzem AFs. Atualmente, as exportações de CB 12 

estão seriamente comprometidas, pois a produção brasileira de CB tem sido afetada por uma 13 

crescente contaminação por AFs. A introdução da regulamentação europeia tem realçado a 14 

necessidade de se investigar modos de redução da contaminação por AFs em CB, para assegurar a 15 

segurança sanitária deste produto (VAN EGMOND et al., 2007).  O controle biológico de fungos 16 

produtores de micotoxinas em CB apresenta-se como uma alternativa viável.  17 

Os fungos do gênero Trichoderma são de grande importância econômica para a agricultura, 18 

pois possuem amplas possibilidades para aplicação, tanto no biocontrole de patógenos foliares, 19 

quanto no de patógenos radiculares, podendo atuar também como promotores de crescimento e 20 

indutores de resistência de plantas a doenças (MOHAMED e HAGGAG, 2006). Algumas linhagens 21 

de Trichoderma spp. são capazes de produzir enzimas que degradam paredes celulares de outros 22 

fungos e produzem também substâncias antifúngicas. Além disso, certos isolados apresentam 23 

resistência a fungicidas, característica que os fazem potenciais agentes biorremediadores 24 

(RESENDE et al., 2004). Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial 25 

antagônico in vitro de isolados de Trichoderma spp. contra espécies de Aspergillus produtoras de 26 

micotoxinas em castanha-do-brasil. 27 

 28 

MATERIAL E MÉTODOS 29 

Ouriços de Castanha-do-brasil (Bertholetia excelsa) foram coletados no Campo experimental 30 

Confiança da Embrapa Roraima, localizado no município do Cantá/RR, onde há um sistema 31 
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agroflorestal (SAFs) instalado há 17 anos, contendo espécies de Castanha-do-brasil (Bertholetia 32 

excelsa), cupiúba (Goupia glabra), pupunha (Bactris gasipaes), cupuaçu (Theobroma 33 

grandiflorum); café (Coffea canephora); saman (Samanea saman); abiu (Micropholis venulosa); e 34 

andiroba (Carapa guianensis). Os ouriços coletados no SAFs foram transportados até o laboratório 35 

de fitopatologia da Embrapa Roraima, sendo os ouriços abertos com uma serra elétrica circular 36 

(Makita®) para retirada das castanhas que foram posteriormente descascadas com auxílio de uma 37 

faca para retirada das amêndoas. 38 

Para o isolamento de fungos endofíticos presentes nas amêndoas de castanha do brasil adotou-39 

se o método de incubação em substrato de papel filtro “Blotter test”. Utilizou-se como substrato 40 

duas folhas de papel filtro previamente esterilizados e umedecidos com água destilada esterilizada. 41 

Foi realizada a desinfestação superficial das amêndoas de castanha submergindo-as em solução 42 

aquosa de álcool 70% durante 30 segundos, sendo em seguida transferidas para solução de 43 

hipoclorito de sódio 2,0%, mantendo-as imersas na solução durante 1 min. Posteriormente, as 44 

amêndoas foram submersas em água destilada estéril para eliminar o excesso da solução 45 

desinfestante, sendo distribuídas cinco amêndoas uniformemente sobre o substrato de papel em 46 

caixas de acrílico tipo “gerbox”, tamanho de 11 x 11 x 3,5 cm, e mantidas sob a temperatura de 27 47 

°C, por sete dias. Após este período, com auxílio de lupa, analisou-se a presença de sinais fúngicos 48 

sobre as amêndoas e, fragmentos dos mesmos foram transferidos para placas de Petri contendo 49 

meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA), mantidas em incubadora incubadas em BOD a 27 °C À 50 

medida que as colônias foram se desenvolvendo, as mesmas foram repicadas novamente até obter-51 

se cultura pura sem contaminação. Os isolados armazenados em BDA identificados como 52 

Aspergillus spp. foram repicados em meio ágar coco. As placas foram incubadas por 6 dias a 27 °C. 53 

O verso e reverso da colônia foram observados a cada 24h, por 6 dias (24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 54 

144h), sob luz ultravioleta (365 nm), para verificar a presença de um halo fluorescente azulado, o 55 

qual, indica a presença de micotoxina. Após a identificação de isolados de Aspergillus produtores 56 

de micotoxinas,  quatro isolados de Aspergillus spp. e seis isolados de Trichoderma foram 57 

repicados para meio BDA e incubados em BOD à temperatura de 25 °C, com fotoperíodo de 12 58 

horas. Discos de ágar (5 mm de diâmetro) contendo micélio de cada isolado de Aspergillus spp. e de 59 

Trichoderma foram retirados de colônias com três dias de cultivo e depositados, simultaneamente, 60 

em extremidades opostas das placas de Petri, contendo meio BDA solidificado para avaliar o 61 

antagonismo dos isolados de Trichoderma contra as espécies de Aspergillus spp., conforme descrito 62 

por Mello et al. (2007). Foram utilizadas três repetições para cada isolado. As placas foram 63 

incubadas em BOD a 27 °C. Após oito dias de cultivo, avaliou-se o crescimento micelial dos fungos 64 

adotando a escala proposta por Bell et al. (1982), modificada. Considerou-se o isolado como 65 

antagônico ou eficiente quando sua nota era menor ou igual a 3,0.  66 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 67 

Todos os isolados de Trichoderma inibiram o crescimento micelial dos isolados de 68 

Aspergillus spp. testados, pois apresentaram notas igual ou menores que 3 no teste de pareamento 69 

de culturas, conforme resumido na Tabela 1.  70 

 71 

Tabela 1. Potencial antagônico de seis isolados de Trichoderma spp. contra quatro 72 

isolados de Apergillus spp. produtores de micotoxinas em castanha-do-brasil ao 8º dia 73 

de cultivo pareado 74 

Código de acesso dos 

isolados de Aspergillus 

spp. testados 

Notas de acordo com a escala de Bell et al. (1982) 

atribuídas aos isolados de Trichoderma spp. 

quanto ao antagonismo ao 8º dia* 

 TRIC01 TRIC02 TRIC03 TRIC04 TRIC05 TRIC06 

ASPCB01 3 - 2 3 - 2,5 

ASPCB02 2 2,5 2 2 2,5 2 

ASPCB03 2,5 3 2 2,5 - 3 

ASPCB04 3 2,5 2 2,5 - 2,5 
*De acordo com a escala proposta por Bell et al. (1982), modificada, os isolados foram classificados 75 
como: Nota 1, crescimento de Trichoderma sobre o patógeno, ocupando toda a superfície do meio; Nota 76 
1,5 - crescimento de Trichoderma, ocupando 7/8 da superfície do meio; Nota 2 - crescimento de 77 
Trichoderma, ocupando mais de 2/3 da superfície do meio; Nota 2,5 – crescimento de Trichoderma, 78 
ocupando 5/8 da superfície do meio; Nota 3 – crescimento de Trichoderma, ocupando aproximadamente 79 
metade da superfície do meio; Nota 3,5 - crescimento de Trichoderma, ocupando 3/8 da superfície do 80 
meio; Nota 4 - crescimento de Trichoderma, ocupando 1/3 da superfície do meio e Nota 5 - ausência de 81 
crescimento de Trichoderma, patógeno ocupando toda a superfície do meio. 82 

 83 

O antagonismo de Trichoderma spp. contra Aspergillus spp. foi observado em 100% dos 84 

isolados. Dados obtidos por outros autores evidenciam que diversos mecanismos podem estar 85 

envolvidos na ação antagonista de fungos do gênero Trichoderma, tais como parasitismo direto, 86 

antibiose e competição (BENHAMOU e CHET, 1996). Por conta disso, várias espécies do gênero 87 

Trichoderma têm sido pesquisadas e desenvolvidas como agentes de biocontrole para diversos 88 

patógenos (MELLO et al., 2007). Com este trabalho, foram obtidos dados que indicam o potencial 89 

antagonista de isolados de Trichoderma, contra espécies de Aspergillus produtores de micotoxinas, 90 

ambos isolados de castanha-do-brasil. Na literatura, há relatos de que as espécies de Trichoderma 91 

agem como parasitas de uma ampla gama de fitopatógenos, e apresentam certo grau de 92 

especialização, podendo variar o nível de controle conforme o isolado e sua adaptação às condições 93 

bióticas e abióticas específicas, dentro e entre espécies de Trichoderma (DENNIS e WEBSTER, 94 

1971). Wells et al. (1972), por sua vez, observaram que espécies de Trichoderma podem ser 95 

diferencialmente seletivas contra diferentes fungos. Neste trabalho, todos os isolados se revelaram 96 

altamente efetivos in vitro contra Aspergillus produtores de micotoxinas isolados de castanha-do-97 

brasil. Esse potencial necessita agora ser examinado por meio de bioensaios conduzidos sob 98 

condições controladas e de campo, pois excelentes resultados com antagonistas obtidos in vitro 99 

podem não ser confirmados em condições de campo, já que esses organismos estão sujeitos às 100 

reações diferenciais do hospedeiro e do ambiente (LOUZADA et al., 2009).  101 
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CONCLUSÕES 102 

Todos os isolados de Trichoderma utilizados no teste de pareamento de culturas contra 103 

isolados de Aspergillus spp. produtores de micotoxinas em castanha-do-brasil apresentaram 104 

potencial antagônico in vitro. 105 
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