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INTRODUCAO

Espécies de Trichoderma sio conhecidas como agentes de biocontrole tanto de patégenos habitantes do solo, como
fungos e nematdides, como de patégenos causadores de doengas foliares. Apesar dos resultados favoraveis com o uso
de diversas espécies de Trichoderma para controle bioldgico, ha pouca disponibilidade de inéculo para os agricultores
utilizarem em seus plantios. Arroz tem sido o substrato mais usado para producio massal de Trichoderma, porém, tem
custo relativamente elevado. Este estudo objetiva identificar e avaliar substratos locais, ou facilmente obtidos
localmente, e de baixo custo, bem como a umidade mais favoravel nesses substratos para producdo de Trichoderma
harzianum para uso em biocontrole.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Fitopatologia do Instituto Nacional de Pesquisas na Amazonia (INPA)
em Manaus, AM. Foram preparadas nove combinages de substratos misturados dois a dois. Com base na relagio
C:N de cada substrato (Tabela 1) foram definidas as propor¢des de cada componente na mistura de modo que a
propor¢io C:N se aproximasse de 40:1 que ¢ considerada 6tima para producio de Trichoderma (Steyaert et al. 2010).
Para o calculo utilizou-se a férmula de Gomes ef a/. (2001), utilizada, originalmente, para o calculo de proporcio de
componentes de pilhas de composto:

PMRC= ((B30xNn)-Cn
Cc - (30 x No)

Onde: PMRC: partes de material rico em C; Nn: teor de N do material rico em N; Cn: teor de C do material
rico em N; Cc: teor de C do material rico em C; Nc: teor de N do material rico em C.

Testaram-se misturas dos substratos: 1. Casca e entrecasca de macaxeira (Manibot esculenta Crantz), 2. Residuo de
cervejaria (bagaco de malte (Hordeum vulgare L.) e leveduras (Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen), 3. Bainha de
palmito de pupunheira (Bactris gasipaes Kunth), 4. Farelo de arroz (Oriza sativa L); 5. Casca de tucuma (Astrocaryum
aculeatum Mayer) e 6. Grios de arroz (testemunha). Os residuos foram secos em estufa a 60 °C, por 24 horas e antes
das misturas os residuos 1, 3 e 5 foram triturados em moinho de faca.

Para avaliar a colonizagdo das misturas de substratos utilizou-se o isolado de Trichoderma harzianum Rifai, INPA 1334,
armazenado na colecio de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural do INPA, utilizado com sucesso no
controle de podridao de Sclerotium em pimentio (Coelho Netto, ef al., 2013).

Transferiram-se por¢des de 100 g das misturas dos substratos e do arroz para sacos de polipropileno (30 x 15 cm)
contendo na boca um anel de cano de PVC (40 mm de largura x 38,1 mm de didmetro) preso com uma liga de
borracha e fechado com um tampio de algoddo para permitir a troca gasosa com o ambiente (Lohmann e# a/., 2007).
Os grios de arroz umedecidos com 10 mL de 4gua e as misturas de residuos com as umidades descritas na Tabela 2
foram autoclavados por dois dias consecutivos, por 20 minutos (120 °C e 1 atm de pressdo) e, apds o resfriamento,
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transferiu-se, em camara asséptica, um disco de colonia de T. harzianum (0,5 cm de diametro), cultivada em BDA, por
trinta dias. Incubou-se o conteido dos sacos em laboratério sob temperatura aproximada de 27 °C por 15 dias, sob
iluminag¢ao continua fornecida por lampadas fluorescentes tubulares de 40w localizadas 50 cm acima dos sacos. Em
dias alternados procedeu-se o revolvimento do conteudo dos sacos para uniformizar o crescimento do fungo no
substrato. Apds este periodo retirou-se, de cada saco, uma amostra de 1 g que foi utilizada para quantificagio da
esporulacdo do fungo em camara de Neubauer, ap6s diluicdo em série (Alfenas e Mafia, 2008). Para as determinacGes
das concentracSes de conidios das suspensbes utilizou-se microscopio Optico, 250x ou 400x. A umidade que
proporcionou maior esporulacio para cada substrato (Tabela 2) foi avaliada em trés repeticbes. O experimento teve
delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes e dez tratamentos (misturas de substratos e testemunha). A
média do numero de colonias de T7ichoderma em cada substrato foram transformadas em log x+1 e submetidas a

analise de varidncia e a teste de separagio de médias (Tukey), Tabela 3.

Tabela 1. Teores de carbono, nitrogénio e relagio C:N de residuos agricolas e industriais encontrados no

Amazonas.
Residuo C N (%) C:N  Referéncia
%)
1 Casca e entrecasca de raizes de macaxeira 28,8 0,3 96/1 Ricci ef al. 2006
2 Residuo de cervejaria 52,8 4.4 12/1 Ricci e# al. 2006
3 Bainha de palmito de pupunheira 40,97 0,33 124/1  Sales-Campos et al.,2010
4 Farelo de arroz 38,38 1,76 21/1 Montovani et al.,2012.
5 Casca de tucumi 51,35 5,18 10/1 Kleinlein, 2010.
6 Serragem 85,6 0,1 865/1  Ricci et al. 2006

Tabela 2. Composi¢io das nove misturas de residuos por componente (g) ¢ quantidade de dgua (mL).

Residuos Quantidade dos residuos (g) por misturas de substratos

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Serragem 48,71 14,52 5555
Residuos de cervejaria 51,29 67,94 70,14
Farelo de arroz 85,48 68,50 4475
Casca de tucuma 44 .45 73,40 74,87
Bainha de palmito de pupunheira 32,06 31,50 26,60
Casca de macaxeira 29,86 5525 25,13
Agua (mL) 40 30 25 40 40 20 40 40 20

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram testadas duas umidades para cada mistura para que fosse selecionada a que proporcionava a
melhor esporulagdo, usando a que foi mais favoravel e descartando as demais, elaborando assim, outro experimento
utilizando a umidade escolhida anteriormente para que fosse realizado o teste de médias e variancia sobre os dados
obtidos.

Observa-se na Tabela 4 que a esporulacdo de T. hargianum nas misturas: (5) bainha de palmito de pupunheira + farelo
de arroz + 40 ml de 4agua, (8) casca de macaxeira + farelo de arroz +40 ml de agua foi superior a obtida nas outras

misturas e na testemunha, arroz. As demais misturas propiciaram esporulagdo de I. harzianum inferior ou equivalente a
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do arroz. As misturas 9-Casca de macaxeira + casca de tucuma +20 mL de 4gua e 6-Bainha de palmito de pupunha +
casca de tucuma +20 mL de agua propiciaram a menor esporulagao do fungo. Serragem é um substrato barato, facil
de obter e bastante utilizado para multiplicagdo de fungos seja para produgdo de enzimas (Acharya et al. 2008), seja para
producio de spaw (producio de semente-in6culo) para o cultivo de fungos comestiveis (Royse, 1985) em mistura com
fontes de nitrogénio. Apesar de serragem ser um substrato barato, ficil de se obter e bastante utilizado para
multiplicagdo de fungos seja para producio de enzimas (Acharya et al. 2008), seja para producio de spawn (semente-
in6culo) para o cultivo de fungos comestiveis (Royse, 1985) sempre acrescida de fontes de nitrogénio. No presente
trabalho, a serragem ndo foi um bom substrato para producdo de T. hargianum. No entanto, como nio foi possivel
saber a madeira de origem da serragem utilizada no estudo, a utiliza¢do da serragem ndo pode ser descartada, pois, o
crescimento micelial varia, dependendo da espécie da arvore que deu origem a mesma (Ohga, 2000). Casca de
mandioca ja foi utilizada para produgdo de enzimas por fungos e, dependendo da espécie de fungo cultivada, tanto

pode ser considerada um bom substrato (Sani e a/., 1992) ou um substrato fraco (Oliveira ez al., 2000).

Tabela 3. Analise de variancia.

FV GL SQ QM F
Tratamentos 9 1,61709  0,17968  77,1585**
Residuo 10  0,02329  0,00233

Total 19 164038

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

FV = Fonte de variacio; GL. = Grau de liberdade; SQ = Soma
de quadrado; QM = Quadrado médio; F = Estatistica do teste
F.

Tabela 4. Numero de conidios de Trichoderma hargianum com teste de separacio de média Tukey por g de mistura e
umidade de residuos agricolas e industriais ap6s 15 dias de cultivo em laboratério.

Substrato N. de conidios/mL
1 - serragem + residuo de cervejaria + 40 ml de agua 3,56 x 10¢ c
2- serragem + farelo de arroz + 30 ml de agua 3,72 x 106 bc
3 -serragem + casca de tucuma + 25 ml de agua 3,58 x 10¢ c
4-bainha de palmito de pupunha + residuos de cervejaria + 40 ml de 4gua 3,57 x 10¢ c
5 -bainha de palmito de pupunha + farelo de arroz + 40 ml de agua 43,2 x 100 a
0-bainha de palmito de pupunha + casca de tucuma + 20 ml de agua 3,36 x 106 d
7-casca de macaxeira+ residuo de cervejaria + 40 ml de 4gua 3,63 x 10¢ c
8 -casca de macaxeira+ farelo de arroz + 40 ml de 4gua 41,6 x 10¢ a
9-casca de macaxeira + casca de tucuma + 20 ml 3,54 x 106 cd
10 —arroz + 15 ml 3,84 x 10¢ b

CV% = 1,29

Neste trabalho a bainha de palmito de pupunha + farelo de arroz e casca de macaxeira + farelo de arroz foram os
melhores substratos para o cultivo de T. hargianum. A bainha de palmito é um substrato abundante na industria de
conserva que ¢ descartado. Para aproveitamento desde residuo tem sido sugerida a compostagem (Teixeira ¢z al., 2005;
Fermino e /,2010). Outras utilizagdes desse residuo, como na produg¢io de indculo para controle biolégico, devem
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ser estimuladas farelo de arroz e residuo de cervejaria, utilizados como fonte de nitrogénio, sio substratos da facil
obtencio localmente e utilizados na alimentacdo animal (Silva e @/, 2010; Brochier e Carvalho, 2009; Bermudes ¢
Peixoto, 1997).

CONCLUSAO

Trichoderma pode ser produzido de forma massal em substratos facilmente encontrados localmente de forma mais
eficiente do que em grios de arroz, o substrato tradicional. Pequenas empresas podem multiplicar e fornecer agentes

de controle biolégico utilizando residuos de baixo custo, podendo assim atender a necessidade dos agricultores.
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