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PRODUGAO E ARMAZENAMENTO DE Trichothecium roseum PARA USO
COMO BIOPESTICIDA

PRODUCTION AND STORAGE OF Trichothecium roseum TO USE AS
BIOPESTICIDE

Genuino NEGRI'
Louise Larissa MAY DE MIO?
Jo&o Américo WORDELL FILHO®

RESUMO

Trichothecium roseum tem potencial como fungo antagonista para controle de podriddo parda no pessegueiro
reduzindo a infecgdo do patégeno e danos com a doenga. O presente experimento buscou desenvolver uma metodologia
para produgdo do antagonista Trichothecium roseum em diferentes substratos e testar sua viabilidade quando armazenado
em ambientes com temperaturas variadas. Os substratos utilizados foram o arroz integral, casca de arroz, sorgo granifero e
trigo em gréo fervidos em agua de torneira por 5, 10 e 20 min e sem ferver com e sem adi¢cdo de nutrientes e com quatro
repeticbes. A avaliagdo de viabilidade do indculo armazenado foi testada nas temperaturas de -4, 4, 15, 25 e 35 °C e a
temperatura ambiente, por 90 dias. As analises de variancia indicaram interagdes significativas entre os substratos utilizados,
os tempos de fervura e os tipos de tratamento com o uso ou ndo de nutrientes sobre os mesmos. Os substratos de arroz e
trigo sem adigdo de nutrientes BD (batata + dextrose) foram eficientes na produgdo do antagonista demonstrando que os
mesmos ndo necessitam da adigdo de nutrientes para a multiplicagdo do fungo. O ambiente de armazenamento do in6culo
que manteve uma melhor viabilidade dos conidios foi na temperatura de -4 °C onde as taxas de viabilidade foram de 74% aos
30 dias, 44% aos 60 dias e 32% aos 90 dias, sendo que, esta temperatura pode ser facilmente conseguida em freezer de
geladeira, dispensando grandes investimentos dos usudrios em equipamentos para conservagao do antagonista.

Palavras-chave: Controle bioldgico; producao de indculo; substratos; Monilinia fructicola.

ABSTRACT

Trichothecium roseum is a potential antagonistic fungus to control peach Brown rot reducing the pathogen infection
and disease damage. The current experiment aimed at developing a methodology for production of the antagonist
Trichothecium roseum in different substrates, and to test its viability when stored in several temperatures. The substrates used
were brown rice, rice hulls, sorghum grain and wheat grain boiled to tap water for 5, 10 and 20 min and not boiled, with and
without added of nutrients with four repetitions. The evaluation of the stored inoculum viability was tested in temperatures: -4,
4, 15, 25, 35 °C and room temperature, for 90 days. The analysis of variance indicated significant interactions among the
substrates, the time of boiling and the types of treatment with or without the use of nutrients. The rice and wheat substrates
without PD (potato + dextrose) nutrients addition were the more efficients in the production of the antagonist, demonstrating
that these do not require the addition of nutrients for multiplication of the fungus. To maintain the viability of the inoculum The
best storage condition was at temperature -4 °C, where of rates in viability of the conidia were 74% at 30 days, 44% at 60 days
and 32% at 90 days; this temperature can easily be obtained in freezers; therefore, future users do not need to make high
investments in equipment for the conservation of the antagonist.

Key-words: Biological control; production of inoculum; substrates; Monilinia fructicola.
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INTRODUGAO

A restricdo mundial ao uso de produtos
quimicos para o controle de doengas das plantas
forca os meios cientificos a buscarem novas
alternativas ao controle de fitopatégenos, como o
controle biolégico, a fim de atender as exigéncias
do mercado consumidor (Stadnik & Talamini, 2004).

Atualmente diversos antagonistas vém
sendo utilizados no controle de doenga das plantas
como Trichoderma spp. para controle de patégenos
do solo, Hansfordia pulvinata (Berk. e M.A. Curtis)
S. Hughes, para controle do mal-das-folhas da
seringueira, Acremonium sp. para controle da lixa-
do-coqueiro e Chonostachys rosea, (Link:Fr.) para o
controle de Botrytis spp. em morangueiro (Bettiol,
1991; Bettiol & Ghini, 2004).

Algumas metodologias para producdo de
antagonistas especificos ja foram desenvolvidas e
séo conhecidas como é o caso do Trichoderma sp.
produzido em semente de sorgo sacarino e arroz,
Epicoccum  nigrum Link, em substratos de
vermiculita, Fusarium solani (Mart.) Sacc., em
substrato de sorgo, Phytophthora nicotianae Breda
de Haan, em sementes de trigo, Chonostachys
rosea, produzido em grdo de arroz branco,entre
outros (Leoni & Ghini, 2003; Larena et al., 2004;
Costa & Costa, 2004; Bettiol & Ghini, 2004; Viccini
et al., 2007).

O fungo Trichothecium roseum (Pers.) Link é
um fungo residente em pomares de pessegueiro,
capaz de desenvolver-se saprofiticamente o que lhe
garante a sobrevivéncia em restos de cultura, restos
de animais em decomposi¢cdo e sobre frutos em
decomposicdo ou mumificados. Este fungo foi
observado nos Estados Unidos, sobre frutos
mumificados de péssegos e nectarinas Prunus
persica (L.) Batsch var. nucipersica provenientes de
pomares comerciais (Hong & Michalides, 1997).

No Brasil, o fungo T. roseum (isolado UFPR-
F4) foi obtido de frutos de péssegos e ameixas
Prunus salicina Lindley, provenientes de pomares
convencionais em 1997 na Universidade Federal do
Parana e submetido a testes in vitro e in vivo para
controle da podriddo parda causada por Monilinia
fucticola (G. winter) Honey, com resultados de
controle de até 83% em flores, e 85% em lesbes
latentes em frutos de péssego (Moreira, 1999;
Moreira et al., 2002). Em trabalho mais recente, no
Estado de Santa Catarina este mesmo fungo foi
testado nas cultivares de pessegueiro Granada e
Chimarrita nos anos de 2004, 2005 e 2006,
apresentando reducdo da doenga de até 95% em
flores, 77% em frutos verdes, 55% na colheita e
50% em pos-colheita comparadas a testemunha
(Negri, 2007).

O cultivo do fungo T. roseum para uso nos
trabalhos desenvolvidos nestes ultimos anos foi
basicamente em meio de cultura BDA (batata-
dextrose-agar) e posteriormente inoculados em
substrato de graos de trigo conforme metodologia
adotada por Moreira (2005) cujo in6culo tinha como
objetivo a aplicagédo imediata.

Na tentativa de encontrar formas simples de

producdo e armazenagem do antagonista T.
roseum, o presente trabalho objetivou o
desenvolvimento de uma metodologia de produgao
desse antagonista em diferentes substratos e testar
sua viabilidade quando armazenado em ambientes
com temperaturas variadas.

MATERIAL E METODOS

A multiplicagdo do fungo foi feita in vitro
retirando-se discos de 0,5 cm de didmetro de BDA
contendo o fungo T. roseum (isolado UFPR-F4) em
pleno desenvolvimento e transferidos para o centro
de placas de Petri em meio BDA e em seguida
incubadas por 10 dias a uma temperatura de 25 °C,
com fotoperiodo de 12 h.

Para o preparo do inéculo, foram utilizados
0s substratos de arroz integral descascado, casca
de arroz, sorgo granifero ou trigo em gréo. Todos os
substratos foram submetidos a fervura em agua de
torneira nos tempos de: 5, 10 e 20 min ou sem
ferver. Em seguida cada substrato, segundo seu
tempo de fervura, foi distribuido em 16 frascos de
vidros de 500 cm® com 200 g de substrato em cada
recipiente e sub-divididos em quatro tratamentos
com quatro repeticbes, sendo cada tratamento
composto do seu substrato e pela adigio de 10 cm®
de BD (batata + dextrose) esterilizado ou agua de
torneira antes de ser autoclavado e mais 10 cm® de
BD ou &gua de torneira ndo esterelizada no
momento da inoculagdo do fungo ficando os
tratamentos distribuidos segundo a adigdo de BD
ou agua antes e apés autoclavados: Tratamento um
(T1), (BD + BD); Tratamento dois (T2), (BD + agua);
Tratamento trés (T3), (agua + BD) e Tratamento
quatro (T4), (dgua + agua).

Apds todos os recipientes receberem os
substratos e tratamentos com BD e agua, foram
fechados com papel aluminio e tindalizados em
autoclave a 121 °C por 25 min e em seguida em
camara de fluxo laminar foi adicionado o conteudo
de uma placa de Petri (100X15MM) com meio
totalmente colonizado pelo isolado. Apds a
inoculag&o, os recipientes foram incubados a 25 °C
por sete dias com fotoperiodo de 12 h.

Para avaliar o efeito dos substratos e
tratamentos, foi verificada a concentragdo e
viabilidade dos esporos em cada recipiente. A
concentragado foi determinada diluindo-se 50 g do
substrato + inéculo em 1litro de agua de todos os
recipientes e verificada através de camara de
Neubauer. A viabilidade dos esporos foi
determinada adicionando-se 0,3 c¢cm® da solugao
obtida na avaliagdo da concentragdo em placas de
Petri (40 x 10 mm) com AA (agar+agua) com 4
placas por repeticdo de cada tratamento e em
seguida incubadas a 25 °C no escuro por 12 h. Na
seqliéncia foram contados os primeiros 25 esporos
de cada placa, totalizando 100 esporos por
repeticio de cada tratamento e, considerando
viaveis aqueles em que a hifa foi maior que o
didmetro do esporo. Estes dados foram
transformados em indices pelo produto entre 10°
conidios por cm®X % de germinagao.
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Para os testes de armazenamento, o inéculo
foi produzido em substrato de sorgo e trigo,
considerando que estes foram os melhores nos
testes de concentragdo e germinagao feitos
anteriormente. Estes substratos foram fervidos por
10 min adicionando-se somente agua esterilizada
ao substrato. Em seguida selecionou-se o inéculo
produzido em substrato de sorgo que apresentou
maior concentracdo de conidios, o qual foi
homogeneizado e distribuido 100 g de inéculo em
recipientes de vidros de 250 cm® e separados em
seis amostras com 4 repeticdes e posteriormente
armazenadas nas condicdes de temperatura
ambiente (prateleira), freezer (-4 °C), geladeira (4
°C),BOD a 15,25 ¢ 35 °C.

As concentragbes e viabilidade do inéculo
foram avaliadas no primeiro dia antes do inicio do
armazenamento e apoés 30, 60 e 90 dias diluindo-se
5 g de in6culo + substrato de cada repeticdo em
100 cm® de agua e observada sob microscopio
utilizando uma cémara de Neubauer, sendo os
dados representados em 10° conidios por cm®.

Os dados foram submetidos a analise de
variancia utilizando-se o programa de estatistica
SAS® e em caso de significancia dos tratamentos
aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade
para comparagdo das médias. Os dados de
concentragdo do in6culo produzido foram
transformados em raiz quadrada (x+1) e os indices
em log (x+1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de varidncia revelou que houve
efeito significativo da interagcdo entre substratos,
tratamentos e tempos de fervura do processo de
produgdo do inéculo e também da interagdo entre
os ambientes e o tempo de armazenagem do
indculo. Isto indica a necessidade de anadlise de
todas as variaveis.

A andlise dos dados de concentragdo do
inodculo (Tabela 1), durante o processo de produgéo
para os diferentes tratamentos de cada substrato
ndo evidenciou diferengas significativas, ao
contrario da analise entre os diferentes tempos de
fervura a que os substratos foram submetidos. O
melhor resultado foi obtido no substrato de arroz, no
tratamento 2, fervido por 20 min. Foram observadas
varias diferengcas de concentragdo do fungo em
substratos fervidos por tempos diferentes como é o
caso do trigo em que o tratamento 4 fervido por 20
min foi inferior aos fervidos por 5 € 10 min. Denota-
se que a maior interferéncia ocorrida nos
tratamentos ndo estdo entre eles no mesmo
substrato, mas sim sobre os diferentes substratos e
tempos de fervura. Considerando os valores
absolutos, as duas melhores concentragdes
ocorreram no tratamento 4 em trigo fervido por 5 e
10 min com 1,36 e 1,46 x 10°conidios por cm?®
respectivamente e os piores ocorreram nos
tratamentos 1 e 2 na casca de arroz e fervidos por
20 min com 0,017 e 0,012 x 10° conidios por cm®
respectivamente.

TABELA 1 — Concentragao de 10° conidios de Trichothecium roseum por cm® produzidos em diferentes
substratos e submetidos a tratamentos com BD (batata + dextrose) ou agua e fervidos em tempos

diferentes.
Trata- Tempo de fervura dos substratos (min)
Substratos | onios * - 5 10 20
ARROZ 1 0,2050 A a (a) 00225 A a (a) 1,0825 A a (a) 03175 A a (a)
2 0,2400 A ab (a) 0,0325 A b (a) 0,3125 A ab (a) 1,3475 A a (a)
3 0,0175 A a (a) 00525 A a (a) 04750 A a (a) 0,3850 A a (a)
4 0,8100 A a (a) 0,1500 A a (b) 1,2700 A a (a) 0,2600 A a (a)
CASCA 1 0,950 A a (a) 0,1300 A a (a) 0,0575 A a (a) 0,0175 A a (a)
2 0,05600 A a (a) 00925 A a (a) 0,0575 A a (a) 0,0125 A a (b)
3 0,050 A a (a) 00475 A a (a) 0,0550 A a (a) 0,0500 A a (a)
4 0,0875 A a (a) 0,200 A a (b) 0,0525 A a (b) 10,0750 A a (a)
SORGO 1 0,3625 A a (a) 04075 A a (a) 1,1050 A a (a) 0,750 A a (a)
2 0,0950 A a (a) 04275 A a (a) 08850 A a (a) 06100 A a (ab)
3 0,6075 A a (a) 0,0975 A a (a) 0,7975 A a (a) 08275 A a (a)
4 0,2000 A a (a) 0,325 A a (b) 06900 A a (ab) 0,3025 A a (a)
TRIGO 1 0,0600 A a (a) 06900 A a (a) 05350 A a (a) 0,0250 A a (a)
2 0,0275 A a (a) 0,7075 A a (a) 0,3000 A a (a) 0,0375 A a (b)
3 0,000 A a (a) 09900 A a (a) 04550 A a (a) 10,0675 A a (a)
4 0,0375 A b (a) 13600 A a (a) 14625 A a (a) 0,200 A b (a)

Letras maiusculas comparam médias de tratamentos dentro de cada substrato e tempo de fervura. Letras minusculas
comparam médias entre tempos de fervura dentro de cada tratamento e substrato. Letras entre parénteses comparam as
médias de tratamentos dentro de cada tempo entre os substratos. * Tratamentos: 1= (BD+BD), 2= (BD+AGUA), 3=
(AGUA+BD), 4= (AGUA+AGUA). Dados representados na escala original e transformados em raiz (X+1). Dados seguidos
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Estes dados indicam, que os substratos mais
resistentes como o arroz integral e o sorgo, quando
submetidos a um tempo maior de fervura, antes da
inoculagdo melhoram a concentragdo de conidios.
Da mesma forma, aqueles que se desintegram mais
facilmente como € o caso do trigo, ndo podem ser
fervidos por muito tempo, pois resultam na redugao
da concentragcdo de conidios. A provavel causa
destas ocorréncias pode estar relacionada ao grau
de firmeza do substrato o qual dificulta a fixagédo e
retirada de nutrientes pelo fungo quando nao
fervidos ou, a redugdo dos niveis de oxigénio nos
substratos menos resistentes e fervidos por mais
tempo, uma vez que, a presenca de oxigénio e a
disponibilidade de nutrientes sao fatores
importantes para a sobrevivéncia dos fungos
(Raven et al., 2001; Cheida, 2002).

Quanto a germinagao de conidios durante o
processo de produgdo do indculo (Tabela 2),
constatou-se que apenas no substrato arroz houve

diferenga significativa entre os tratamentos sendo
que o tratamento 4 o qual recebeu somente agua
durante o processo, quando fervido por 5 min foi
superior aos demais tratamentos. Para os diferentes
tempos de fervura de cada tratamento por substrato
verificou-se que no substrato de arroz houve
diferenca significativa quando fervido por 5 min para
os tratamentos 1, 2, e 3. Para o substrato casca de
arroz o tratamento 1 quando nao fervido e fervido
por 5 min foi superior aos fervidos por 5 e 20 min,
enquanto que para os tratamentos 2, 3 e 4 quando
nao fervidos foram sempre superiores aos fervidos
por 5 e 20 min. Assim, o melhor desempenho dos
tratamentos neste substrato foi quando nao fervidos
e fervidos por 10 min. O substrato trigo fervido por
20 min apresentou diferenca entre os demais
tratamentos. Os tratamentos em substrato de sorgo,
ndo apresentaram diferengas significativas entre os
diferentes tempos de fervura dos mesmos.

TABELA 2 — Percentagem de germinacdo de conidios de Trichothecium roseum produzidos em diferentes
substratos e adicionados de BD (batata + dextrose) ou agua e fervidos em diferentes tempos.

Substratos m-g:t?s: . Tempo de fervura dos substratos (min)
zero 5 10 20
ARROZ 1 950 A a (@ 220 B b (b) 80 A a (a) 835 A a (ab)
2 695 A a (a) 208 B b (b) 8,8 A a (ab) 70,3 A a (a)
3 81,3 A a (a) 285 B b (b) 628 A ab (ab) 645 A ab (ab)
4 938 A a (a) 870 A ab (a) 540 A b (b) 57,3 A ab (ab)
CASCA 1 890 A a (a) 500 A bc (b) 623 A ab (@) 145 A c¢c (o)
2 840 A a (@ 230 A b (b) 50,3 A ab (b) 21,8 A b (b)
3 795 A a (a) 335 A b (b) 473 A ab (b) 118 A b (b)
4 843 A a (a) 408 A b (b) 540 A ab (b) 308 A b (b)
SORGO 1 960 A a (@ 973 A a (@ 968 A a (@ 920 A a (a)
2 940 A a (@) 893 A a (@ 983 A a (@ 860 A a (a)
3 958 A a (@ 765 A a (@ 97,3 A a (@ 893 A a (a)
4 965 A a (a) 91,3 A a (@) 975 A a (a) 838 A a (a)
TRIGO 1 855 A ab (a) 935 A a (@ 90 A a (a 538 A b (b)
2 805 A ab (a) 883 A ab (a) 965 A a (a) 580 A b (ab)
3 858 A a (a) 870 A a (a) 965 a (a) 440 A b (b)
4 80,3 A a (@ 803 A a (@ 988 A a (@ 395 A b (b

Letras maiusculas comparam médias de tratamentos dentro de cada substrato e tempo de fervura. Letras minusculas
comparam médias entre tempos de fervura dentro de cada tratamento e substrato. Letras entre parénteses comparam as
médias de tratamentos dentro de cada tempo entre os substratos. * Tratamentos: 1= (BD+BD), 2= (BD+AGUA), 3=
(AGUA+BD), 4= (AGUA+AGUA). Dados representados na escala original e ndo transformados. Dados seguidos pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os dados de germinacdo do inéculo para
cada ftratamento comparado aos diferentes
substratos (Tabela 2) demonstraram que nenhum
dos tratamentos diferiu entre si quando n&o
fervidos. Quando fervidos por 5 min, o sorgo e trigo
foram superiores ao arroz e casca de arroz para os
tratamentos 1, 2 e 3. Quando fervidos por 10 min,
os tratamentos 2 e 3 foram superiores para o sorgo
e trigo em relagéo a casca de arroz. Nos substratos
fervidos por 20 min o tratamento 1 em sorgo foi
superior ao de arroz e trigo, 0 2 em arroz e trigo
superior a casca de arroz, o 3 e 4 em sorgo foram
superiores aos de casca de arroz e trigo (Tabela 2).
Observando-se o conjunto de dados com as
respectivas diferengas ocorridas observa-se que os
piores desempenhos na germinacdo dos conidios
ocorreram no substrato de casca de arroz fervida
por 5, 10 e 20 min, o arroz fervido por 5 min e o
trigo fervido por 20 min.

Estes resultados de germinagdo dos
conidios podem ser explicados pelas mesmas
razbes dos resultados obtidos nos testes de
concentragdo do fungo no qual observa-se
variabilidade segundo o tipo de substrato e os
tempos de fervura dos mesmos, reafirmando que a
fervura dos substratos contribui para um melhor ou
pior desempenho do indculo tanto na produgio
quanto na germinagdo de conidios. Resultados
semelhantes com o uso de substratos de trigo e
sorgo na produgdo de indculos foram obtidos por
Leoni & Ghini (2003) e Costa & Costa (2004).

Os indices obtidos pelo produto entre

conidios X 10° por cm® e % de germinag&o do fungo
(Tabela 3) indicaram que para os tratamentos dos
substratos ndo fervidos apenas o 3 em substrato de
arroz foi significativamente inferior ao tratamento 4.
Para os tratamentos nos demais substratos e
diferentes tempos de fervuras, ndo houve diferenca
estatistica entre os mesmos. Os resultados obtidos
para cada tratamento em cada substrato para os
diferentes tempos de fervura demonstraram
diferengas significativas para os substratos de arroz
e trigo sendo que no arroz os tratamentos 1 e 2
fervidos por 5 min foram inferiores aos fervidos por
10 e 20 min e no substrato com trigo todos os
tratamentos fervidos por 20 min e os tratamentos 2
e 4 nao fervidos foram inferiores aos fervidos por 5
e 10 min exceto para o tratamento 2 fervido por 10
min. Os dados de cada tratamento nos diferentes
substratos revelaram que o tratamento 1 quando
fervido por 5 min no arroz foi inferior ao sorgo e
trigo, quando fervido por 10 min na casca de arroz.
O tratamento 2 no arroz foi inferior ao sorgo e trigo
e na casca de arroz inferior ao trigo quando fervido
por 5 min, na casca de arroz foi inferior ao sorgo
quando fervido por 10 min e ao arroz e sorgo
quando fervido por 20 min. O tratamento 3 no arroz
foi inferior ao sorgo quando néo fervido, no trigo foi
superior aos demais no tempo de 5 min de fervura e
na casca de arroz inferior ao sorgo fervido por 10
min e ao arroz e sorgo fervidos por 20 min. O
tratamento 4 na casca de arroz foi inferior ao trigo
nos tempos de 5 e 10 min de fervura (Tabela 3).

TABELA 3 — indices (conidios X 10° por cm® X % germinagao) obtidos na produgéo de Trichothecium roseum
nos diferentes substratos, tempos de fervura e tratamentos utilizados.

Substratos Trata- Tempo de fervura dos substratos (min)
mentos * zero 5 10 20

ARROZ 1 19,73 AB ab (a) 088 A b (b) 9131 A a (a) 2668 A a (a)
2 979 AB ab (@) 062 A b (c) 2518 A a (ab) 10551 A a (a)
3 145 B a () 131 A a (b) 3107 A a (ab) 2420 A a (a)
4 7577 A a (a) 1295 A a (ab) 7460 A a (ab) 1258 A a (a)

CASCA 1 1744 A a (@) 6,09 A a (ab) 417 A a (b)) 039 A a (b)
2 428 A a (a) 220 A a (bc) 301 A a (b) 027 A a (b)
3 834 A a (ab) 166 A a (b) 243 A a (b) 078 A a (b)
4 739 A a (@ 477 A a (b) 282 A a (b) 244 A a (a)

SORGO 1 3489 A a (a) 3948 A a (a) 106,01 A a (a) 16,10 A a (ab)
2 910 A a (a) 4058 A a (ab) 8637 A a (a) 5769 A a (a)
3 5844 A a (a) 7,78 A a (b) 7717 A a (@) 7911 A a (a)
4 19,7 A a (a) 12,79 A a (ab) 66,35 A a (ab) 26,01 A a (a)

TRIGO 1 527 A ab (@) 6389 A a (@) 5108 A a (a) 138 A b (b)
2 233 A b (@ 6182 A a (a) 2916 A ab (ab) 2,18 A b (b)
3 856 A ab (ab) 86,11 A a (a) 4379 A a (ab) 3,20 A b (ab)
4 308 A b (a) 106,83 A a (a) 14477 A a (@) 466 A b (a

Letras maiusculas comparam médias de tratamentos dentro de cada substrato e tempo de fervura. Letras mindsculas
comparam médias entre tempos de fervura dentro de cada tratamento e substrato. Letras entre parénteses comparam as
médias de tratamentos dentro de cada tempo entre os substratos. * Tratamentos: 1= (BD+BD), 2= (BD+AGUA), 3=
(AGUA+BD), 4= (AGUA+AGUA). Dados representados na escala original e transformados em Log (X+1). Dados seguidos
pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Da mesma forma que na germinagdo o
substrato que no conjunto apresentou maior
variabilidade quando comparado cada tratamento
para os diferentes substratos e tempos de fervura
foi a casca de arroz fervida por 5, 10 e 20 min, o
arroz fervido por 5 min e o trigo fervido por 20 min.
Da analise de cada tratamento dentro do mesmo
substrato e por tempo de fervura, o trigo fervido por
20 min apresentou no conjunto os piores resultados.

A interpretagdo destes dados revela que
para muitos casos nos quais houve baixa
concentragdo de conidio houve também baixas
taxas de germinagdo resultando em indices
bastante reduzidos a exemplo do substrato de
casca de arroz. Por esta razdo ha necessidade de
se testar diferentes tipos de substratos a fim de se
encontrar a melhor forma de producdo de indculo
para um fungo especifico.

Quanto as diferengas encontradas entre
alguns tratamentos no mesmo substrato e tempo de
fervura (Tabelas 1, 2 e 3), isto, pode estar
relacionado a adigdo de BD (batata + dextrose)
sendo que isto visou avaliar a capacidade dos
conidios em esporular em meio pobre. Constatou-
se pelo indice (Tabela 3) que em nenhum momento
o tratamento 4 ao qual ndo foi adicionado BD
(batata + dextrose), apresentou-se inferior aos
demais nos diferentes substratos e tempos de
fervura confirmando sua capacidade em esporular
em meio com pouco nutriente. Este fator é
importante para a redug¢ao no custo de produgao e
a continuidade do fungo no ambiente natural.
Resultados semelhantes foram obtidos por Costa &
Costa (2004) que conseguiram produzir inéculo de

F. solani em substrato de sorgo autoclavado com 60
cm® de agua para cada 100 g de semente. Da
mesma forma, Leoni & Ghini (2003) obtiveram boa
producdo de Phytophthora nicotianae Breda de
Haan, em sementes de trigo autoclavadas somente
com agua esteéril.

Considerando-se o0s resultados positivos
obtidos por Moreira (2005) e Negri (2007) utilizando
T. roseum na concentragdo de 10° conidos por cm®
para o controle de M. fructicola em péssego e
considerando as melhores concentragdes obtidas
neste experimento, exceto para a casca de arroz
que foi muito baixa, seria necessario 370 g de
inéculo com arroz, 450 g com sorgo e 342 g com
trigo para o preparo de 100 dm?® de suspens3o, o
que significa a possibilidade do preparo de grande
quantidade de suspensdo com pequenas
quantidades de indculo, fator importante sob o
aspecto pratico e econémico.

Nos testes de armazenagem do inéculo nos
diversos ambientes com temperaturas diferentes
(Tabela 4) constatou-se redugdo significativa na
concentragdo de conidios apos 60 dias de
armazenagem para os ambientes com 25 e 35 °C
sendo que, a 25 °C diferiu sobre os locais com
temperatura ambiente e 25 °C. O ambiente com 35
°C diferiu sobre todos os demais exceto ao de 25
°C. Aos 90 dias houve redugéo significativa dos
ambientes com 25 e 35 °C sobre os locais com
temperatura ambiente, a -4 e 4 °C. Na analise
sobre o tempo de armazenagem houve redugdo
significativa da concentracdo para o ambiente com
35 °C aos 60 e 90 dias com redugdes de 28 e 34%,
respectivamente, em relagdo ao tempo inicial.

TABELA 4 — Concentragédo e germinagao do fungo Trichothecium roseum produzido em substrato de sorgo e
armazenado durante 90 dias em seis locais com temperaturas diferentes.

Locais Concentragéo (conidios x 106) Germinacgéo (%)

(’C) Inicial 30 dias 60 dias 90 dias Inicial 30dias  60dias 90 dias

4 250Aa 250Aa 252ABa 278A a 8925Aa T7400Aa 4360Ab 32,00Ab

4 250Aa 234Aa 261A a 273A a 8925Aa 2900Bb 12,00Bc 500 Bd

15  250Aa 229Aa 244ABa 228ABa 8925Aa 7,31 Db 075 Cc 0,00 Cd

25  250Aa 220Aa 208BCa 200B a 8925Aa 233 Eb 000 Dc 000 Cc

35 250Aa 223Aab 179C bc 165B c 8925Aa 1,66 Eb 000 Dc 000 Cc
Ambiente 250Aa 269Aa 265A a 255A a 8925Aa 1500Cb 000 Dc 000 Cc

Letras em mailsculo representam andlise vertical entre os locais de armazenagem e para cada periodo. Letras em
minusculo representam analise horizontal considerando o tempo de armazenagem em cada ambiente. Os dados seguidos
pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dados originais néo

transformados.

Os dados de germinagdo de conidios
(Tabela 4) armazenados nos diversos ambientes
determinaram que houve reducgéo significativa apos
30 dias em todos os ambientes em relagdo ao de
temperatura -4 °C a qual, passou a ser significativa
a partir dos 60 dias de armazenagem. As maiores
redugbes na germinacdo aos 30 dias de
armazenagem ocorreram para os ambientes com
temperaturas de 25 e 35 °C cujas redugbes foram
de 97 e 98%, respectivamente, em relacdo ao
tempo inicial. A germinacéo dos conidios deixou de
ocorrer nas temperaturas de 25 e 35 °C e

temperatura ambiente a partir de 60 dias e a 15 °C
a partir dos 90 dias de armazenagem. Quanto ao
periodo de armazenagem a redugdo na
germinagdo de conidios passou a ser significativa
na temperatura de -4 °C aos 60 dias enquanto que,
nas demais temperaturas esta ocorréncia se deu
aos 30 dias de armazenagem. No ambiente com
temperatura de -4 °C a germinagéo foi de 74, 44 e
32% aos 30, 60 e 90 dias respectivamente, sendo
estes resultados significativamente superiores aos
demais.

A redugdo da concentragédo e germinagéo de
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conidios para o noculo armazenado em
temperaturas mais elevadas pode estar associada a
desidratagdo dos conidios em fungédo da perda de
umidade nestas temperaturas e/ou a continuidade
do metabolismo do fungo limitando a disponibilidade
de nutrientes por competi¢cdo ao longo do tempo. A
temperatura e umidade sao fatores importantes no
desenvolvimento de fungos (Raven et al., 2001;
Bleicher, 1997; Ryan & Ellison, 2003). Um trabalho
para avaliar a influéncia da temperatura no
crescimento micelial de T. roseum demonstrou que
as temperaturas 6tima, maxima e minima para o
crescimento de fungo foi de 20 a 25 °C, de 36 °C e
de 4,9 °C respectivamente (Moreira, 2005). Estes
resultados confirmam a continuidade metabdlica do
fungo nas temperaturas entre 5 e 36 °C, justificando
a menor competicdo por nutrientes nas
temperaturas de 4 e -4 °C utilizadas neste trabalho.

Trabalho semelhante foi realizado por
Zambenedetti et al. (2007) que avaliaram a
germinagdo de urediniésporos de Phakopsora
pachyrhizi Syd, e P. Syd. Em diferentes métodos de
armazenamento, nos quais, foi observada redugdes
significativas na germinagdo para ambientes com
temperaturas mais elevadas.

As temperaturas utilizadas para o
armazenamento do noculo neste experimento
justifica-se por estas poderem ser conseguidas
facilmente nas propriedades como é o caso de
freezer (-4 °C), geladeira (4 °C) e temperatura
ambiente, nas quais verificou-se bons resultados de

conservagao do noculo. Trabalho semelhante, com
bons resultados nas temperaturas ambiente, 4 °C e
22 °C foi realizado na produgédo de Penicillium
frequentans Westling, em diferentes formulagdes e
armazenado durante um ano (Guijarro et al., 2007).
Ha de se considerar ainda que a conservagao de
inéculo nestas temperaturas requer baixo custo de
equipamento e consequentemente baixo capital de
investimento. De acordo com Castilho et al. (2000)
estes fatores sdo importantes para a produgao em
alta escala de um antagonista.

CONCLUSOES

1) O arroz, sorgo e ftrigo, podem ser
recomendados como substratos para producdo de
noculo de Trichothecium roseum, nao havendo
necessidade de adigédo de nutrientes.

2) Os tempos de fervura dos substratos
interferem na produgdo do noculo de T. roseum
conforme o tipo de substrato utilizado.

3) O ambiente mantido a uma temperatura
de -4 °C foi o melhor para a conservagdo do noculo
de T. roseum para um periodo de 90 dias.
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