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APRESENTAÇÃO 

  
 Com a criação do Departamento de Diagnóstico e 

Pesquisa Agropecuária (DDPA) junto à Secretaria de 

Agricultura, Pecuária e Desenvolvimento Rural (SEAPDR), 

surgiu à necessidade de atualizar as publicações técnico-

científicas da antiga Fepagro. Assim, dando continuidade ao 

Boletim Fepagro, se formatou o Boletim Técnico: pesquisa e 

desenvolvimento que visa à divulgação de resultados 

completos de trabalho de pesquisa e de desenvolvimento, na 

forma de artigos científicos, apresentando uma linguagem 

técnico-científica voltada para um público-alvo especializado, 

formado por pesquisadores, professores e estudantes de 

graduação e pós-graduação. 

 Desta maneira, iniciamos essa nova fase, com um 

trabalho inovador que apresenta uma técnica simples de 

multiplicação de isolados de Trichoderma que otimiza o 

processo e reduz o tempo de produção do fungo, importante 

agente de controle biológico de pragas. Contribuindo para o 

avanço e disseminação do conhecimento da pesquisa 

agrícola realizada pelo DDPA. 

 

   

   Caio Fábio Stoffel Efrom 

Vice-presidente da Comissão Editorial 
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Metodologia para multiplicação de Trichoderma sp. em 

substratos orgânicos 

Gerusa Pauli Kist Steffen1, Joseila Maldaner2 

 

Resumo 

As metodologias propostas até o momento para 

multiplicação de fungos benéficos de interesse agrícola em 

condições controladas demandam períodos longos até a 

obtenção do produto final. O objetivo deste estudo foi 

desenvolver uma metodologia simples e eficiente para 

antecipar e facilitar o processo de multiplicação de culturas 

puras de fungos do gênero Trichoderma em condições 

controladas. O diferencial da metodologia proposta é a etapa 

de multiplicação do isolado fúngico em substratos orgânicos 

comerciais, que otimiza o processo e reduz o tempo de 

produção do inóculo fúngico para 13 dias de incubação. Além 

disso, a simplicidade da técnica facilita seu uso na produção 

de mudas de diferentes espécies de interesse agrícola e 

florestal, bem como em ensaios de pesquisa que visem 

avaliar o potencial agrícola de isolados de Trichoderma sp. 

 

Palavras-chave: Promotores de crescimento. Nova 

metodologia. Fungos benéficos. 

                                                           
1
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do Monte, CEP 97001970, Santa Maria/RS. E-mail: gerusa-
steffen@agricultura.rs.gov.br 
2
Bióloga, Dra. em Fisiologia Vegetal, Pesquisadora IV do Centro de 

Pesquisa em Florestas, Departamento de Diagnóstico e Pesquisa 
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Methodology for Trichoderma sp. multiplication in organic 

substrates 

Abstract 

The current methodologies available for Trichoderma 

sp. multiplication under controlled conditions require long 

periods to produce the fungal inoculum. The objective of this 

study was to develop a simple and efficient methodology to 

anticipate and facilitate the process of multiplication of pure 

Trichoderma sp. cultures under controlled conditions. The 

differential of the proposed methodology is the multiplication 

step in commercial organic substrates, which optimizes the 

process and reduces the production time of the fungal 

inoculum for 13 days of incubation. In addition, the simplicity of 

the technique facilitates its use in the production of different 

species of seedlings of agricultural and forestry interest, as 

well as in research that aims to evaluate the agricultural 

potential of Trichoderma sp. isolates. 

 

Keywords: Growth promoters. New methodology. Beneficial 

fungi. 

 

1 INTRODUÇÃO 

A crescente preocupação com a preservação dos 

recursos naturais, redução de fontes potenciais de 

contaminação e segurança alimentar, tem incentivado a 

agricultura moderna a utilizar práticas mais sustentáveis no 

manejo de pragas nas mais variadas culturas. Dentre os 

agentes de biocontrole de pragas de maior expressão 

nacional e mundial, fungos do gênero Trichoderma possuem 

lugar de destaque, devido à versatilidade dos mecanismos de 

ação, o que possibilita o controle de uma ampla gama de 
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fitopatógenos (HARMAN, 2006; ETHUR et al., 2007; 

ALMEIDA, 2009). Para controlar fungos e bactérias que 

causam doenças nas plantas, estes fungos benéficos atuam 

de diferentes formas:  

1. competindo por espaço, água, oxigênio, luz e 

nutrientes; 

2. produzindo substâncias com efeitos tóxicos ou 

inibitórios do crescimento de fitopatógenos, tais 

como antibióticos e enzimas líticas; 

3. parasitando fungos fitopatogênicos e utilizando-os 

como alimento; 

4. liberando substâncias promotoras de crescimento 

vegetal, que estimulam o desenvolvimento 

radicular e da parte aérea das plantas; 

5. protegendo as plantas da ocorrência de doenças 

através de mecanismos de indução de resistência 

a alguns fitopatógenos. 

 

Atualmente, grande número de isolados das diferentes 

espécies do gênero Trichoderma estão sendo eficientemente 

utilizados no controle de doenças causadas por diferentes 

espécies dos patógenos Colletotrichum, Sclerotium, 

Sclerotinia, Phytophthora, Phythium, Rhizoctonia, Fusarium, 

Verticillium e, de forma indireta, na supressão de danos 

causados por fitonematoides (BAE et al., 2016; CARRERO-

CARRÓN et al., 2016; SARAVANAKUMAR et al., 2016; 

SRIVASTAVA et al., 2016; WAGHUNDE, SHELAKE, 

SABALPARA, 2016).      

Em paralelo ao controle de pragas, os efeitos de 

promoção do crescimento atribuídos à simbiose com espécies 

de Trichoderma sp. estabelecem um segundo mecanismo de 
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ação de grande importância para a produção vegetal. De 

acordo com Kamaruzzaman et al. (2016), Fiorini et al. (2016) 

e Shaw et al. (2016), a interação fungo-planta resulta na 

exsudação e assimilação de metabólitos relacionados à 

produção de biomassa vegetal, ao enraizamento, à 

bioquímica da nodulação e simbioses rizosféricas benéficas 

ao desenvolvimento das plantas. Bisen et al. (2016) destacam 

ainda a grande eficiência que isolados de Trichoderma sp. 

apresentam na indução de resistência sistêmica em plantas 

de interesse agrícola.  

Ambos efeitos apresentados (biocontrole de pragas e 

promoção de crescimento vegetal) atribuem ao Trichoderma 

sp. grande importância técnica, econômica e ambiental no 

cenário agrícola mundial sob duas formas básicas: a 

multiplicação em massa para comercialização do bioagente 

em diferentes formulados e a utilização do fungo inoculado ao 

substrato de mudas de interesse comercial. Nesta segunda 

opção, incluem-se principalmente plantas olerícolas, florestais, 

ornamentais e medicinais. 

Nos últimos trinta anos, pesquisas resultaram em 

diferentes metodologias para multiplicação de Trichoderma 

sp. em ambiente controlado utilizando diferentes substratos. 

Para a produção em massa, especialmente para fins 

comerciais, grãos de cereais como arroz e sorgo são os 

substratos mais utilizados na produção industrial para 

multiplicação das diferentes espécies do gênero Trichoderma, 

devido à praticidade, disponibilidade, ao custo e rendimento 

(FORTES et al., 2007). Além disso, por serem prontamente 

biodegradáveis, facilitam a aplicação no campo (CARVALHO 

FILHO et al., 2008). Além dos grãos de arroz e sorgo, palha 

de trigo, casca de arroz e grãos de milheto ou trigo também 
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podem ser utilizados como substrato de multiplicação de 

Trichoderma sp. (RAJPUT; SHAHZAD, 2015).  

No entanto, quando se pretende produzir inóculo de 

Trichoderma sp. para a produção comercial de mudas, ou 

ainda avaliar a eficiência de cepas puras em ensaios in vivo, 

práticas que exigem volumes significativos de substrato 

orgânico para a produção de plantas, algumas metodologias 

existentes apresentam fator limitante quanto ao tempo de 

desenvolvimento do fungo, por exigirem períodos de 

incubação superiores a três meses. A nova metodologia 

proposta neste boletim técnico apresenta-se como alternativa 

eficiente, econômica e simples, já que possibilita a 

multiplicação do inóculo fúngico em período de tempo 

reduzido, utilizando como base de multiplicação o próprio 

substrato orgânico que será utilizado na produção de mudas. 

Este trabalho apresenta uma metodologia simples, 

rápida, eficiente e segura para multiplicação de culturas puras 

de Trichoderma sp. em substratos orgânicos, visando sua 

utilização na produção comercial de mudas e em bioensaios 

de pesquisa para avaliação da eficiência de diferentes 

isolados. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

A metodologia consiste em duas etapas de multiplicação 

de cada isolado de Trichoderma sp., sendo a primeira 

realizada em grãos de arroz e a segunda em substrato 

orgânico para produção vegetal.  
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2.1 Etapa 1: Multiplicação de isolados de Trichoderma sp. 

em grãos de arroz 

Adicionar 100 gramas de arroz parboilizado e 50 mL 

de água destilada em embalagens de polipropileno (de 

aproximadamente 20 x 30 cm). Fechar as embalagens com 

fita crepe e esterilizar em autoclave durante 25 minutos a 121 

°C. Em câmara de fluxo laminar, abrir as embalagens e 

transferir cinco discos (9 mm de diâmetro) de micélio fúngico 

proveniente de cultura pura de isolado do gênero Trichoderma 

crescida em meio BDA (batata-dextrose-ágar) comercial. As 

embalagens devem ser mantidas em ambiente com controle 

de temperatura (25±1 °C) e luminosidade, permanecendo 12 

horas no escuro e, posteriormente, com fotoperíodo de 12 

horas durante cinco dias, quando os grãos estarão 

completamente colonizados pelo fungo. Diariamente, as 

embalagens devem ser revolvidas para promover a aeração 

do substrato e a fragmentação do micélio, visando o aumento 

da superfície de contato e da taxa de esporulação de 

Trichoderma sp. (Figura 1).  

Figura 1. Multiplicação de cultura pura de Trichoderma sp. em 

arroz parboilizado. 
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2.2 Etapa 2: Multiplicação de isolados de Trichoderma sp. 

em substratos orgânicos 

Bandejas plásticas com capacidade para 10 litros 

devem ser preenchidas com seis (6) litros de substrato 

orgânico comercial esterilizado. Recomenda-se o uso de 

substratos orgânicos à base de turfa, vermiculita expandida, 

casca de arroz carbonizada, entre outros materiais, 

apresentando pH 5,0 (±0,5), baixa densidade e capacidade de 

retenção de água em torno de 50%.  

Para cada litro de substrato, acrescentar 60 mL de 

água destilada esterilizada e 30 gramas do arroz colonizado 

obtido na Etapa 1. Após a completa homogeneização do 

inóculo fúngico no substrato, vedar as bandejas com 

embalagem plástica limpa que permita passagem de 

luminosidade. O material deve ser mantido no escuro durante 

as primeiras 24 horas em ambiente com controle de 

temperatura (25±1 ºC) e então ser exposto a um fotoperíodo 

de 12 horas de luminosidade por mais sete dias. 

Passado este período, esporos e hifas da cultura pura 

de Trichoderma sp. terão crescido na superfície e no interior 

da massa de substrato. Retirar a embalagem plástica e 

revolver manualmente para a completa homogeneização das 

estruturas fúngicas no substrato orgânico. O substrato 

orgânico com inóculo da cultura pura de Trichoderma sp. 

estará pronto para ser utilizado na produção comercial de 

mudas ou em ensaios de pesquisa para avaliação in vivo do 

efeito de cada isolado sobre o crescimento e/ou promoção 

vegetal (Figura 2).  
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Figura 2. Etapas para multiplicação de Trichoderma sp. em 

substratos orgânicos. 

 

O número de esporos de Trichoderma por cm3 de 

substrato pode ser determinado com o auxílio de câmara de 

Neubauer em microscópio óptico, sendo que este valor será 

variável conforme a capacidade de esporulação de cada 

isolado. Através da diluição do substrato orgânico (v:v) em 

solo ou substrato (formulações comerciais ou não), é possível 

avaliar diferentes concentrações de inóculo e sua eficiência 

para uso agrícola e/ou florestal. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As metodologias para multiplicação de espécies do 

gênero Trichoderma propostas até o momento, demandam 
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tempo longo e relativo investimento em mão de obra. Shukla, 

Devi e Baghel (2016) apontam as necessidades de logística e 

infraestrutura inerentes ao processo de multiplicação dos 

agentes microbianos. O grande diferencial da metodologia 

proposta neste trabalho é a possibilidade de produção de 

inóculo em apenas 13 dias de incubação, utilizando como 

matéria prima de multiplicação o próprio substrato que será 

utilizado na produção vegetal. Considerando que a dinâmica 

de crescimento do fungo está diretamente relacionada aos 

fatores espaço, nutrição, temperatura e luminosidade, estes 

são os fatores a serem otimizados na busca pelo suprimento 

da demanda de produto final (substrato colonizado) em menor 

espaço de tempo.  

Trabalhos publicados por Ramanujam et al. (2010); 

Khandelwal et al. (2012); Nagur Badu e Pallavi (2013); Francis 

e Mikunthan (2015); Rajput e Shahzad (2015) e Tomer; Singh 

e Singh (2016) apresentam as bases metodológicas inerentes 

à multiplicação de Trichoderma sp. em pequena ou larga 

escala, utilizando diferentes compostos líquidos e substratos 

orgânicos. Estas publicações apresentam como pontos 

convergentes o tempo necessário para multiplicação do 

isolado no substrato final (substrato orgânico), o qual varia de 

40 a 150 dias. Dependendo do objetivo, o tempo necessário 

para multiplicação do isolado no substrato a ser utilizado pode 

representar um fator limitante.  

Para manutenção das condições ótimas de 

crescimento fúngico, não deve ocorrer estresses relacionados 

à deficiência de fontes de carbono, glicose e oxigênio 

disperso, caso contrário a fisiologia do microrganismo passa a 

entrar em colapso devido ao acúmulo de metabólitos 

secundários voláteis, não-voláteis e termoestáveis excretados 
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pelo próprio microrganismo. É de amplo conhecimento que o 

potencial antagonista de Trichoderma sp. deriva de sua 

habilidade em produzir enzimas, tais como celulase e 

hemicelulase, capazes de degradar materiais lignolíticos e 

quebrar paredes de células de fungos fitopatogênicos, além 

de glucanases e quitinases. A auto inibição já foi relatada por 

Seidl-Seiboth et al. (2005 e 2013), estando relacionada ao 

acúmulo de proteínas degradadoras no meio ou substrato já 

utilizados pelo microrganismo. Igualmente limitante ao 

desenvolvimento fúngico, a competição por espaço e 

nutrientes apresenta-se como barreira ao crescimento de 

fungos filamentosos (SAMUELS, 1996; BOEHM; HOITINK, 

1999; DRUZHININA; KOPCHINSKIY; KUBICEK, 2006; 

KARTHIKEYAN, 2016; CONTRERAS-CORNEJO et al., 2016).  

Pelo exposto, a possibilidade de multiplicação eficiente 

de Trichoderma sp. em curto espaço de tempo é uma 

vantagem da metodologia apresentada neste trabalho. No 

entanto, é importante considerar que existe variação da taxa 

de esporulação entre isolados do gênero Trichoderma, devido 

às diferenças em termos de exigência nutricional e tempo de 

incubação para produção de esporos (CARVALHO FILHO et 

al., 2008). 

 

4 CONCLUSÕES 

A metodologia sugerida neste trabalho possibilita a 

multiplicação de culturas puras de isolados fúngicos do 

gênero Trichoderma sp. em substratos orgânicos em apenas 

13 dias de incubação em ambiente controlado. As etapas de 

multiplicação do inóculo são simples, rápidas e eficientes, com 

aplicação em viveiros para produção de mudas e em 

bioensaios de pesquisa para avaliação do potencial de 
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diferentes isolados no controle biológico de pragas e/ou na 

promoção do crescimento vegetal. 
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