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RESUMO Recebido em: 8 mar. 2019
Produtos a base de Trichoderma spp. sdo amplamente utilizados no controle Aceito em: 13 jul. 2020
de doengas de solo. O objetivo do presente trabalho foi determinar o efeito de
dois métodos de umedecimento do arroz (M1 e M2), duas posigoes distintas de
acondicionamento dos sacos na sala de crescimento, e quatro diferentes areas de
fita microporosa como parte do processo de otimizagao da produgao de Trichoderma
asperellum. O delineamento adotado foi fatorial (2 x 2 x 4) com trés repetigoes.
Inicialmente foi ajustada a quantidade de d4gua a ser empregada no método M2, sendo
testados os volumes de 0, 80, 100, 120, 140, 160 e 180 ml e, posteriormente, estes
foram avaliados por meio de duas escalas de notas, uma para o desenvolvimento de
micélio e outra para a esporulagao. Estimaram-se também as variaveis peso do arroz
colonizado (PAC) e unidades formadoras de colénias (UFC) em dois experimentos,
para ambos os métodos. Ao variar a quantidade de dgua no saco, concluiu-se que
o fungo é dependente de uma maior porcentagem de umidade no substrato, com
diferengas significativas (P<0.05). Ao analisar a Anova, constataram-se diferencas
altamente significativas (P<0.01) para as interagdes duplas e triplas entre os fatores
testados. O método M2 permitiu uma maior economia de tempo, proporcionando
também valores superiores para PAC e UFC, combinados com a posigao horizontal
e com uma érea de fita microporosa de 20 cm? Tal combinagdo promoveu o maior
desenvolvimento do fungo T asperellum nas condigoes testadas.

Palavras-chave: controle bioldgico; on farm; sala de crescimento; Trichoderma sp.;
UFC.

ABSTRACT

Products based on Trichoderma spp. are widely used in the control of soil diseases.
The objective of this work was to determine the effect of two methods of wetting the
rice (M1 and M2), two different bag packing positions in the growth room, and four
different areas of microporous tape as part of the production optimization process
of Trichoderma asperellum. The adopted design was factorial (2 x 2 x 4) with three
repetitions.Initially, the amount of water to be used in the M2 method was adjusted,
and the volumes of 0, 80, 100, 120, 140, 160 and 180 ml were tested, and, then, those
were evaluated by means of two note scales, one for the development of mycelium
and the other for sporulation. The variables colonized rice weight (CRW) and colony
forming units (CFU) were also evaluated in two experiments, for both methods. By
varying the amount of water in the bag, it is concluded that the fungus is dependent
on a higher percentage of moisture in the substrate, with significant differences
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(P<0.05). When analyzing the ANOVA, highly significant differences were noticed
(P<0.01) for the double and triple interactions between the tested factors. The M2
method allowed a greater time saving, also providing superior values for CRW and
CFU, combined with the horizontal position and with a 20 cm? microporous tape
area. This combination promoted the further development of T. asperellum fungus
under the conditions tested.

Keywords: biological control; CFU; growth room; on farm; Trichoderma sp.

INTRODUCAO

Com a crescente demanda por alimentos, o cultivo de espécies vegetais de forma sustentavel
tem aumentado expressivamente e vem se mostrando uma alternativa para reducao dos danos ao
ecossistema, aumento do lucro para os agricultores, além de proporcionar alimentos mais saudaveis
(FAO, 2016). Quando se fala de agricultura sustentavel, podem ser englobados aspectos relacionados
a conservacao dos recursos naturais e ao uso de métodos mais adequados para o plantio, tais como
o0 emprego de biofertilizantes, plantas de cobertura, genétipos mais adaptados a acao de fatores
biéticos e abiéticos, bem como a utilizacao de fontes alternativas para o controle de insetos e
patégenos (BETTIOL & MORANDI, 2009; EMBRAPA, 2012; BERNARDO et al., 2019).

Nesse contexto, o uso de espécies de fungos responsaveis por controlar biologicamente
inUmeras pragas e doencas tem possibilitado grandes ganhos a agricultura, sendo varios os casos
de sucesso citados na literatura, como o relatado para Beauveria bassiana (NEVES et al., 2006;
BARBOSA et al., 2018), Metarhizium anisopliae (GARCIA et al., 2006; GROTH et al., 2017), Isaria sp.
(LORENCETTI et al., 2018), entre outros.

Dentre estes, os fungos pertencentes ao género Trichoderma, com 254 espécies descritas
(BISSET et al., 2015), compreendem um grupo de microrganismos de grande importancia no que
se refere aos micopesticidas. Diversos trabalhos ja relataram sua acdo na reducdo dos niveis
de nematoides no solo (SAHEBANI & HADAVI, 2008; JINDAPUNNAPAT et al., 2013; AL-HAZMI &
TARIQJAVEED, 2016), no controle de fungos fitopatogénicos (CARVALHO et al., 2015; MILAN et al.,
2015; GUIMARAES et al., 2016; MESQUITA et al., 2017), além de atuarem como promotores de
crescimento de plantas (DABIRE et al.,, 2016; CARVALHO FILHO et al., 2018; ROESE et al., 2017).

Na literatura também podem ser encontrados relatos descrevendo o processo de multiplicacao
desses fungos. Segundo Bettiol & Morandi (2009), normalmente para a multiplicacao in vitro de
fungos sao adotadas as técnicas de fermentacao sélida ou semissdlida e o processo bifasico, que
envolve tanto a fermentacao liquida como a sélida. Conforme os mesmos autores, a producao a
partir da fermentacao sélida, cuja base é o uso de cereais ou graos pré-cozidos como substrato,
consiste em uma técnica simples, pouco automatizada, mas de boa eficiéncia.

Embora diversos sejam o0s casos de sucesso na utilizacao de Trichoderma sp. como agente
de biocontrole na agricultura (CARVALHO et al., 2015; AL-HAZMI & TARIQJAVEED, 2016; MESQUITA
et al., 2017; HANADA & COSTA, 2018) e das técnicas de multiplicacao e suas variagoes, ainda
permanecem escassos 0s relatos desses procedimentos na literatura, sob condicbes “on farm”
(BERNARDO et al., 2019).

Partindo das limitacdes de tempo e trabalho operacional encontradas nos métodos de
multiplicacao descritos, o presente trabalho teve como objetivos determinar a melhor forma
de multiplicacao “on farm” de Trichoderma asperellum ao comparar dois diferentes métodos de
umedecimento de arroz, verificar a melhor posicao de colocacao dos sacos na sala de crescimento,
assim como determinar a melhor area da fita microporosa a ser disposta nos sacos para oxigenagao
na parte interna destes.

MATERIAL E METODOS
CONDICC)ES EXPERIMENTAIS

N

Conduziram-se os experimentos no laboratério pertencente a Fazenda Sélia, situada no
municipio de Mineiros, Goias. O ensaio foi completamente aleatorizado em esquema fatorial, e
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avaliaram-se os seguintes parametros: i) dois métodos, arroz lavado seguido de um periodo imerso
em agua e arroz apenas com adicao de agua; ii) duas posicoes ou formas de colocar os sacos
nas estantes da sala de crescimento, deitados (horizontal) ou em pé (vertical); e iii) auséncia ou
presenca de fita microporosa, com trés diferentes dreas de entrada de oxigénio no interior dos
sacos. A combinacao dos fatores foi composta por 16 tratamentos com trés repeticdes, e cada saco
inoculado foi avaliado como uma unidade experimental.

OBTENCAO E USO DO INOCULO

Como fonte de in6culo foi usado arroz colonizado pelo fungo na prépria fazenda, obtido a
partir do produto comercial da empresa Farroupilha®, fungicida microbiolégico formulado a base
de Trichoderma asperellum. Para o crescimento do fungo, o arroz inoculado permaneceu sob
temperatura de 26 + 2°C, umidade relativa de 65 + 10%, fotoperiodo de 12:12 (luz:escuro), de
30/5/2018 até 6/6/2018, sendo conservado posteriormente em geladeira a -4°C até o momento
de ser utilizado. Antes de realizar a inoculacao, uma diluicdo em agua destilada foi adotada para
verificar a concentracdo de conidios.ml*com auxilio da camera de Neubauer e um microscépio 6tico
(aumento de 400x), sendo feitas duas leituras da mesma amostra, como descrito por Embrapa
(2012); a concentracao final do indculo foi de 1.03 x 10%° conidios.ml™.

Para o preparo do in6culo, fez-se uma mistura de arroz colonizado com T. asperellum e agua,
na proporcao de 1:1 (1 kg arroz:1 litro de agua). Um volume de 10 ml de inéculo foi injetado em cada
saco com auxilio de uma seringa, mantendo-se o in6culo sob agitacao constante com auxilio de um
agitador magnético, para evitar precipitacao dos esporos.

SUBSTRATO EMPREGADO

Como substrato, usou-se arroz parboilizado tipo 1 da marca Tio Adal, adquirido no municipio
de Mineiros, Goidas. Como embalagem, adotou-se saco de polietileno autolavavel de 25 x 30 cm.
O volume de arroz utilizado foi de 400 g por saco. Uma vez distribuido o arroz nos sacos, estes
foram selados e autoclavados a 120°C por 20 min. Uma vez resfriados (12 a 24 horas), 0s sacos
com o arroz foram transferidos para uma camara de fluxo laminar para a inoculagao; a camara foi
previamente esterilizada com solucao de hipoclorito de sédio a 1% e etanol a 70%.

TRATAMENTOS TESTADOS

Foram testados dois métodos (método 1 — M1 / método 2 — M2), os quais diferiram na forma
de manipulacao do arroz antes de ser autoclavado. Avaliaram-se ainda as posicoes na disposicao
dos sacos (horizontal e vertical) nas estantes de crescimento, com trés diferentes areas (10, 20 e
30 cm?) de fita microporosa (Missner®, com 5 cm de largura), colocada para melhorar o intercambio
de gases no interior dos sacos.

O método M1 consistiu na retirada de impurezas do arroz, por meio de trés lavagens
consecutivas com agua de torneira, seguida de um periodo de 30 minutos de umedecimento até
que o arroz adquirisse uma textura que permitisse ser quebrado com a unha sem estalar. O tempo
utilizado para umedecer o arroz foi previamente otimizado, pois pode sofrer variagcao de acordo com
o tipo ou marca de arroz empregado. Apds decorrido o tempo de umedecimento, o arroz foi escorrido
para a retirada do excesso de agua, periodo este de aproximadamente 20 min. Em seguida, o arroz
foi ensacado, sendo colocados 400 g por saco; este foi fechado com o auxilio de uma seladora da
marca Selamil Portatil (R.Baiao) e autoclavado a 120°C por 20 min.

Para o método M2 nao foram efetuadas lavagens, sendo acrescentada agua ap6s o ensacamento
do arroz. Para 400 g de arroz, acrescentou-se um total de 180 ml de agua destilada. A quantidade
de agua foi otimizada previamente, sendo testados os volumes de O, 80, 100, 120, 140, 160 e 180
ml por saco (experimento 1). Ap6s efetuar a mistura no interior dos sacos, estes foram selados e
autoclavados a 120°C por 20 min.

Dentre as fontes de variacbes experimentais propostas, testaram-se ainda duas outras de
interesse para o grupo de pesquisa:
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1) a posicao dos sacos dispostos nas estantes da sala de crescimento, com finalidade de otimizacao
de espaco, sendo avaliadas duas posicoes: horizontal, amplamente recomendada em varios
protocolos descritos na literatura; e vertical, também descrita na literatura;

2) auséncia (controle — sem fita microporosa) e colocacao de fita microporosa com diferentes
comprimentos, permitindo a cobertura de trés diferentes areas (2x5, 2x10 e 2x15 cm, com area
de 10, 20 e 30 cm?, respectivamente). Para a colocacao da fita microporosa, fez-se inicialmente a
marcacao da area no saco de polipropileno, a 10 cm da base. O corte foi efetuado com o auxilio
de uma tesoura, para a retirada da parte interna da area demarcada no saco, e posteriormente foi
colocada a fita microporosa sobre a abertura, a fim de possibilitar a circulagao de gases no interior
dos sacos.

Realizaram-se dois experimentos de modo sequencial. No primeiro (experimento 2) foram
empregados os tratamentos supradescritos sem nenhuma variacao; no segundo (experimento 3)
modificou-se apenas a quantidade de arroz apds o processo de lavagem e umedecimento, citado por
Bernardo et al. (2019), garantindo a mesma quantidade de arroz nos dois métodos testados, sendo,
portanto, utilizados 500 g de arroz lavado e umedecido.

Apds a autoclavagem, os tratamentos foram acondicionados em sala asséptica até o momento
da inoculagao. Depois de inoculados, os sacos foram vigorosamente agitados manualmente
para distribuicao uniforme do inéculo no substrato e, entao, dispostos em estantes em sala de
crescimento a 26 + 2°C, com umidade relativa de 65 + 10% e fotoperiodo de 12:12 h (luz:escuro).
Nos dois primeiros dias, em todos os tratamentos, os sacos permaneceram sob auséncia total de
luz; posteriormente foi aplicado fotoperiodo de 12:12 até o término do experimento. Decorridos os
primeiros dois dias, efetuou-se uma agitacao em cada um dos sacos de modo intercalado (dia sim,
dia nao).

VARIAVEIS AVALIADAS

Uma escala de notas foi criada para avaliar o crescimento aparente do fungo no experimento 1,
no segundo dia apds a inoculacao (DAI). Para a avaliacao do crescimento micelial em relacao a area
coberta, adotaram-se as seguintes notas:

1) auséncia total de micélio;

2) 1 até 25% da area coberta por micélio;
3) 26 até 50% da area coberta por micélio;
4) 51 até 75% da area coberta por micélio;
5) 76 até 100% da area coberta por micélio.

Do terceiro ao quinto DAI, uma segunda escala de notas foi adotada, levando em consideracao
a producao de conidios, sendo observada a coloracao esverdeada dos pacotes como indicador de
producao e area coberta, com a aplicacao da seguinte escala de notas:

1) auséncia total de conidios;

2) 1 até 25% da area coberta por conidios;
3) 26 até 50% da area coberta por conidios;
4) 51 até 75% da area coberta por conidios;
5) 76 até 100% da area coberta por conidios.

As avaliacoes ocorreram até o quinto DAI, pois se observou que o periodo 6timo era obtido em
torno de 5 a 6 DAI. Acima dessa data, geralmente o crescimento e a esporulacao do fungo ocorrem
de forma mais lenta, podendo aumentar a incidéncia de problemas com contaminacao.

Nos experimentos 2 e 3 analisou-se o peso final do arroz colonizado (PAC), subtraindo-se
0 peso do saco. Apds o término dos experimentos, uma amostra de 10 g de cada repeticao por
tratamento foi coletada. Tais amostras foram acondicionadas em frascos Erlenmeyer, diluidas em
90 ml de H,0 + 0,01% de Tween 80® e agitadas por 20 minutos. As amostras foram diluidas
sucessivamente e, em seguida, o nimero de conidios.ml? (unidades formadoras de colénia — UFC)
foi quantificado, utilizando uma camara de Neubauer e um microscépio 6tico (aumento de 400x).
Realizou-se a contagem em dois campos e em cinco quadrantes da camara. Esse procedimento foi
feito em todas as amostras, seguindo o protocolo proposto pela Embrapa (2012).
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ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica das diferentes variaveis estudadas seguiu um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 2 x 4. Os dados de nimero de PAC e UFC foram analisados por
meio da analise de variancia (Anova). As médias foram comparadas pelo teste HSD de Tukey-Kramer
e consideradas estatisticamente diferentes ao nivel de significancia de 5%. Os dados do experimento
2 foram submetidos a transformacao raiz quadrada para PAC e UFC; no experimento 3 apenas a UFC
precisou ser transformada. Em ambos 0s casos, as transformacoes foram realizadas para melhorar
a homogeneidade das variancias e para serem normalizadas antes da analise dos dados. Todas as
analises de dados foram efetuadas pelo software SISVAR (FERREIRA, 2011). Sempre que ocorreram
interacoes significativas, fizeram-se os desdobramentos das interagoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos de multiplicacao de fungos em condigdes “on farm” sao conhecidos em todo o
mundo, porém no Brasil, ainda que conhecida, essa metodologia de producao nao é empregada
pelos produtores (BERNARDO et al., 2019). Partindo de outras experiéncias de sucesso, buscou-se
seguir um protocolo que permitisse otimizar ao maximo a producao “on farm” e que possibilitasse
um rapido crescimento do fungo e com qualidade. Para isso foram avaliados dois métodos diferentes
de conducao e preparacao do substrato (arroz parboilizado). A necessidade de uma maior oxigenagao
por parte do fungo tem sido descrita por alguns autores (SANTOS et al., 2009; MASCARIN & QUINTELA,
2013). Pensando nisso, utilizous-se fita microporosa nos sacos para favorecer a oxigenacao, tendo
sido necessario realizar ajustes no tamanho da fita; entdo foram testadas trés diferentes medidas
que permitissem avaliar seu efeito no crescimento e na esporulagao do fungo, determinando o melhor
tamanho a ser empregado e incluindo essas modificacoes no processo de producao “on farm”.

O experimento 1 consistiu na otimizacao do volume de agua a ser colocado no saco para o
método M2, pela referéncia que se tinha de usar um volume de agua correspondendo a 40% do
volume do substrato (tabela 1). Foram avaliadas sete quantidades diferentes de agua destilada (O,
80, 100, 120, 140, 160 e 180 ml, correspondendo a 0, 20, 25, 30, 35, 40 e 45% do volume de arroz
empregado, respectivamente) para um volume de 400 g de substrato por saco. Os resultados desse
teste mostraram que existem diferencas significativas entre os volumes de agua testados (P < 0,01),
sendo as maiores quantidades de agua (120 a 180 ml) as que promoveram o melhor crescimento
do fungo (figura 1). Para todas as datas avaliadas, os dados referentes a variavel nota se ajustaram
a uma equacao exponencial com valores de R?2> 92 com ajuste da %, evidenciando a relacao direta
existente entre o conteldo de agua e o desenvolvimento do fungo.

Tabela 1 — Resumo das analises de variancia e comparacao das médias do experimento 1 para o teste de sete
diferentes quantidades de agua (ml), adicionada ao substrato de arroz parboilizado empregado na produgao
de Trichoderma asperellum, em Mineiros, GO, em 2018. Legenda: FV = fontes de variacado; GL = graus de
liberdade; CV = coeficiente de variacao.

Quadrados médios

FV GL
2 DAI* 3 DAI 4 DAI 5 DAI
Blocos 2 0,0529 0,1905 0,0476 0,0476
Tratamento 6 2,4319** 8,7143** 8,0952** 8,0476**
Residuo 12 0,0595 0,1905 0,2143 0,0476
Média 2,66 3,38 3,52 3,62
CV (%) 9,18 12,91 13,14 6,03

* diferengas estatisticas das médias pelo teste F a 1% de significancia. * DAl = dias apds a inoculagdo.
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A auséncia de agua no primeiro tratamento nao promoveu o crescimento do fungo (nota 1), do
inicio ao final do periodo de avaliagao (figura 1), mostrando a imprescindivel necessidade de se manter
um teor de umidade que favorega o crescimento do fungo. As quantidades de 80 ml (20%) e 100
ml (25%) permitiram o crescimento do fungo em valores que nao superaram os 25% de crescimento
de micélio (2 DAI) e producao de conidios (3 ao 5 DAI), entretanto os volumes de agua entre 120 ml
(30%) e 180 ml (45%) manifestaram crescimentos superiores e que nao diferiram entre si pelo teste
aplicado a P<0.01. A quantidade de 180 ml de agua, que corresponde a 45% do volume de arroz,
foi a que proporcionou a melhor homogeneidade de crescimento do fungo nas condi¢oes testadas,
porém sem diferencas estatisticas em relacao a 120, 140 e 160 ml, do inicio ao fim do experimento.
De acordo com os resultados observados, o volume de 180 ml (45%) de agua foi o selecionado
para ser empregado no método M2 nos experimentos 2 e 3 (figura 3). Embora tenha sido adotada
essa porcentagem de umidade no presente estudo, diferentes porcentagens sao encontradas na
literatura para multiplicagcao de fungo em arroz, com variagao de 35 a 60% (ALVES & FARIA, 2010;
SIMOES, 2010; MARTINS, 2014). Trichoderma sp. apresenta baixo nivel de tolerancia osmética, pois
um excesso de umidade baixa a disponibilidade de oxigénio, limitando o desenvolvimento do fungo,
e compacta o substrato, impedindo sua colonizacao total (PINEDA-INSUASTI et al., 2017). Por outro
lado, 0s mesmos autores comentam que uma baixa umidade inibe o desenvolvimento do fungo ao
nao permitir a mobilidade de nutrientes na solugao, além de secar o micélio. O fungo pode crescer
em uma gama de umidade do meio de 30 a 75%, ainda que Costa (2012) recomende uma umidade
de 75% para a melhor producao do Trichoderma sp.

457 2DAI 7.00 4 3DAI

41 y = 1,1700068x 6,00 -

] R®= 0,0539 y = 0,0545600101x
35 ° ° R?=0,9219

0 40 80 120 160 200 0 40 80 120 160 200

Volumem de agua (ml) Volumem de agua (ml)
7,00 .
4DAI 7.00 5DAI
6,00 A y = 1,0204€0.0099 6,00 1 y = 1,053260.0099
R2=0,9441 R?=0,9292

0 40 80 120 160 200 0 40 80 120 160 200
Volumem de agua (ml) Volumem de agua (ml)

Figura 1 — Avaliagdes da varidvel nota ao considerar quatro “datas apds a inoculagao” (DAI) do arroz com
Trichoderma asperellum, empregando sete quantidades diferentes de agua (0, 80, 120, 140, 160 e 180 ml).
No 2.° DAl avaliou-se o crescimento aparente do micélio; do 3.° ao 5.° DAI foi averiguada a producao aparente
de conidios, Mineiros, Goias, em 2018.

As analises de variancia dos experimentos 2 e 3 constam da tabela 2, ficando evidenciado que
existem diferencas significativas (P<0,05) e altamente significativas (P<0,01) entre os tratamentos
testados para os dois experimentos, obtendo-se interacdes duplas e triplas, significativas para as
variaveis testadas.
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Tabela 2 — Resumo das analises de variancia dos dois experimentos que testaram os dois métodos de
processamento de arroz, duas posicoes e quatro diferentes areas de fita microporosa em sacos contendo
substrato de arroz parboilizado empregado na produgao de Trichoderma asperellum, em Mineiros, GO, em
2018. Legenda: FV = fontes de variagao; GL = graus de liberdade; PAC = peso do arroz colonizado; UFC =
unidades formadoras de coldnias; CV = coeficiente de variacao.

Quadrados médios

EV GL Experimento 2 Experimento 3
PAC* UFC? PAC UFC
(8 (x10** mI?) (£9] (x10** mI?)
Métodos (M) 1 2,37** 2,27** 9124 ,57** 0,049%**
Posicao (P) 1 0,0003" 3,61%* 892,69** 0,023
Fita (F) 3 0,0081* 0,81** 11341,28** 0,307**
M * P 1 0,015%** 2,21%% 518,77* 0,0408**
M * F 3 0,017** 0,59** 440,40%* 0,0271**
P*F 3 0,00049"s 0,27** 381,09* 0,0307**
M * P *F 3 0,00032 0,41** 78,72 0,0077"
Repeticoes 2 0,00032m 0,09 14,85 0,00083"
Erro 30 0,00024 0,04 97,73 0,0059
Total corrigido 47
CV (%) 0,34 28,76 1,81 17,04
Média geral 450,29 2,24 546,52 0,081

*

, " e representam o nivel de significancia pelo teste F a 5%, 1% e nao significativo, respectivamente.

No experimento 2, para a variavel PAC, foi observada alta significancia (P<0,01) considerando
as interacdes duplas M * Pe M * F (M = método de processamento de arroz, P = duas posicoes,
F = quatro dimensdes de fita microporosa), sendo desdobradas e comparadas suas médias pelo
teste t de Student (LSD - least significant difference / diferenca minima significante) na tabela 3.
O resultado dessa variavel foi o que motivou a realizacdo do experimento 3. Durante a condugao
do experimento 2, notou-se que, apés as 24 horas de esfriamento antecedendo a inoculacdo, os
sacos apresentavam umidade inicial reduzida, a qual havia sido aferida em 400 g de arroz ap0s
a lavagem e umedecimento no método M1, apresentando divergéncia no peso final entre ambos
os tratamentos, como constatado no teste estatistico (tabela 3). Um menor volume de arroz e a
disposicao do saco deitado ja haviam sido observados em nosso laboratério como sendo a forma
mais adequada para o desenvolvimento do fungo, para a obtencao de matrizes produzidas a partir
do material comercial, sendo estas utilizadas como fonte de inéculo para obtengao de um novo lote
de produto com qualidade similar ao inéculo proveniente da matriz.
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Tabela 3 — Valores de médias do experimento 2 para a variavel peso do arroz colonizado (PAC), nas interacoes
que foram significativas ao avaliar dois métodos de processamento de arroz (M), duas posigdes (P) e quatro
dimensdes de fita microporosa (F), em sacos contendo arroz parboilizado (substrato), empregado na producao
de Trichoderma asperellum, em Mineiros, GO, em 2018.

» Poeees s F (cm?) --eememmmmmeeeeeee
Variavel M
Horizontal Vertical 0 10 20 30
362,08 a 366,00 a 356,80 a 371,20aC 365,78 a BC 362,37 a
M1
A B A AB
PAC (g)
M2 538,23 b 534,86 b 576,83 b 530,65 b B 520,32 b A 518,37 b A
B A C

Letra mindscula na coluna e maidscula na linha representam diferencgas estatisticas pelo teste t de Student (LSD) a P<0.05.

Para a variavel PAC, o M1 apresentou diferencas em relacdo ao M2 independentemente da
posicao (P) e do tamanho da fita (F), sendo os valores de M2 sempre superiores e estatisticamente
distintos a P<0,05. Esse viés inicial ao comparar volumes diferentes foi corrigido no experimento 3.
Ainda para a variavel PAC, os métodos foram influenciados pela posicdo dos sacos nas estantes,
observando-se uma alteracao do resultado de um método para outro, considerando que o M1 teve
maior valor na posicao vertical e 0 M2 na posicao horizontal. Tal resultado vai em contradicao com o
que os autores de ambos os métodos recomendam.

O uso da fita microporosa é uma adaptacao utilizada pela equipe do presente trabalho, com
base nos resultados de outros produtores, entretanto nao se trata de uma informagcao que tenha
sido publicada. Inicialmente, o método M1 foi 0 modelo adotado para constituir a base do presente
trabalho, porém, a medida que foram sendo conduzidas as atividades no laboratério, percebeu-
se a necessidade da incorporacao de outros detalhes que permitissem melhorar o processo de
multiplicacao do fungo e melhorar o trabalho operacional (figura 3B). Independentemente do método,
para a variavel PAC, o uso da fita microporosa exerceu forte influéncia caso se observem os distintos
tamanhos, visto que a auséncia da fita sempre promoveu valores menores (M1) ou maiores (M2),
demonstrando a necessidade de aeracao (oxigenacao) para o fungo (MASCARIN & QUINTELA, 2013),
resultado que sera mais evidente quando analisada a variavel UFC.

Ainda no experimento 2, a variavel UFC mostrou diferencas altamente significativas na Anova
(P<0,01), com efeito para interacao tripla (M * P * F) (tabela 2), sendo assim desdobrada a interacao
na tabela 4. Para a posicao horizontal, o M2 e a F de 20 cm? promoveram as maiores quantidades de
conidios, com 15 x 10** ml*. Essa posicao sempre produziu os maiores valores associados ao M2 em
relagao ao M1, exceto para os tratamentos com auséncia de fita, quando se observou o contrario (figura
2A). Ainda em relagao a posicao horizontal, em M1 nao foram evidenciadas diferengas estatisticas
entre as distintas areas da fita, no entanto, para M2, independentemente do tamanho destas, foram
encontradas variacoes, demostrando que tal posicao apresenta efeito sobre o crescimento do fungo.
De modo geral, a posicao vertical mostrou valores inferiores quando comparada com a horizontal,
para todas as combinacdes, e sem diferencas estatisticas, demonstrando a efetividade da posicao
horizontal em relagao a vertical para a variavel UFC (tabela 4, figura 2A). A posicao horizontal é a mais
usada nos protocolos de producao de Trichoderma sp., todavia ndo existem, na literatura, trabalhos
que relatem a sua efetividade em relacdo a posicao vertical, fato que motivou a realizacdo do presente
estudo. A posicao horizontal favorece a colonizacao do arroz pelo fungo, possivelmente pelo fato de
este ser distribuido em uma fina camada (figura 2A), beneficiando uma melhor oxigenacgao e, por
consequéncia, uma maior producao de conidios, embora relatos e evidéncias de producao de fungos
em sacos ha posicao vertical sejam descritos. O M1 nao foi influenciado pela posicao dos sacos
na sala de crescimento, contrapondo o observado em M2, que, sempre quando combinado com a
posicao horizontal, se mostrou superior na presenca da fita microporosa. O experimento 3 teve o
objetivo de reajustar a quantidade de arroz que estava sendo colocada em M1, para que fossem
obtidos, na variavel PAC, pesos inicialmente similares, fato que poderia influenciar a resposta da
variavel UFC e, estando essa situacdo contornada, seria possivel avaliar o efeito do método para
ambas as variaveis sem o viés do peso inicial (figura 2).
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Apoés reajustada a quantidade de arroz nos sacos e a realizacao do experimento, foi efetuada
a Anova, cujos resultados das variaveis PAC e UFC estdo na tabela 2, obtendo-se interacoes
significativas para todas as combinagoes duplas, com diferengas altamente significativas (P<0,01)
entre os tratamentos testados. O desdobramento dessas interagdes € demonstrado na figura 3,
para a varidavel PAC (figuras 3A, B e E) e UFC (figuras 3C, D e F).

Figura 2 — Imagens ilustrando os tratamentos testados ao término do experimento 3 com seis dias de inoculacao
com Trichoderma asperellum. A) A disposicao de todos os tratamentos que foram avaliados considerando os
dois métodos: M1 (T1 a T8) e M2 (T9 a T16); duas posicoes, horizontal (T1, T3, T4, T5,T9,T11,T12 e T13) e
em pé (T2, T6, T7, T8, T10, T14, T15 e T16) e comprimento da fita microporosa: O cm? (T1, T2, T9 e T10), 10
cm? (T3, 76, T11 e T14), 20 cm? (T4, T7,T12 e T15) e 30 cm? (T5, T8, T13 e T16). B) Detalhe do tamanho das
fitas empregadas em Mineiros, Goids, em 2018.

Diferentemente do obtido no experimento 2, na variavel PAC, o M1 promoveu 0s maiores
pesos independentemente do tamanho da fita microporosa (figura 3A) e da posicao (figura 3B), em
comparacao com o M2. Ao avaliar os diferentes tamanhos da fita (figura 3E), a posicao horizontal
promoveu as maiores médias, com diferencas significativas para o tamanho de 10 e 30 cm? pelo
teste t de Student (LSD) a P<0.05. O método M1 apresentou maior teor de umidade no grao, fato
que pode ser justificado pelas etapas de lavagens e pelo periodo de umedecimento do arroz antes
da autoclavagem, favorecendo o peso final dos sacos. Notou-se que, a medida que o tamanho da
fita aumentava, aliado as posi¢des horizontais e verticais, os volumes tenderam a diminuir (figura
3A, 3B e 3E) e o peso foi reduzido independentemente do método empregado. Essa diminuicao
do peso esta correlacionada com o aumento do crescimento do fungo e, considerando a variavel
UFC, ocorre o contrario, o método M2 promove as maiores taxas de esporulagdo com a presenca
da fita de 20 e 30 cm?, com aproximadamente trés vezes a quantidade do observado em M1, com
diferengas altamente significativas (figura 3C). A posicao horizontal também favorece o método M2
em relagcao ao M1, com médias bem superiores e significativas, no entanto M1 na posigao vertical
foi favorecido (figura 3D). A combinacao da posicao horizontal e os tamanhos da fita de 20 e 30 cm?
promoveram as maiores médias, sendo a presenca da fita imprescindivel, levando em conta que, na
sua auséncia, o crescimento do fungo é quase nulo (figuras 3C e 3F), como verificado também no
experimento 2.
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Figura 3 — Valores de médias do experimento 3 para as varidveis peso do arroz colonizado (PAC) e unidades
formadoras de colbnia (UFC) nas diferentes interacoes duplas significativas, ao avaliar dois métodos de
processamento de arroz (M), duas posicoes (P) e quatro dimensoes de fita microporosa (F) em sacos contendo
substrato de arroz parboilizado empregado na produgcao de Trichoderma asperellum. Letras mindsculas e
maidsculas representam as comparacoes do fator interno e a do eixo X, respectivamente pelo teste t de
Student (LSD) ao P<0.05, em Mineiros, Goias, em 2018.

Diversos estudos relatam amplas variacdes em relagao a produgao de esporos de Trichoderma
spp. em substratos distintos. Hanada & Costa (2018), ao avaliar a produgao em T. martiale utilizando
arroz como substrato de crescimento, suplementado com diferentes nutrientes, constataram variacao
de 1,53 a 10,17 x 107 conidios por grama de arroz. Simoes (2010), comparando diferentes isolados
de Trichoderma, também usando arroz como substrato, verificaram producao de esporos variando
de 0,13 x 108 a 35,23 x 108.gds™. Segundo Rini & Sulochana (2007), diferentes substratos podem
ser adotados para a multiplicacdo de Trichoderma spp., tais como sorgo, arroz, esterco de gado e
outros, sendo observadas diferentes concentracdes na producao de conidios (10,3 a 156,3 x 108 UFC
g1). Os resultados citados, comparados com os obtidos no presente estudo, mostram que o fungo
T. asperellum multiplicado em arroz apresentou uma étima produgao.

A otimizacao do processo de producao constitui uma tarefa nada facil, pois nem sempre as
condicdes ideais sao mantidas ou alcancadas, necessitando que o processo esteja sob constante
ajuste. A identificacao dos gargalos de todo o processo é o0 que levara ao sucesso da produgao,
ao reconhecer e solucionar os problemas na mesma velocidade com que estes aparecem. Sendo
assim, no processo de producao do presente trabalho, identificaram-se atividades e métodos que
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necessitavam ser ajustados para que a produgao avangasse e garantisse uma crescente demanda
de produto.

Inicialmente, o contato com outras equipes de trabalho foi o maior incentivo de mudanca
no processo de producao, partindo da qualidade inicial obtida, até o momento da introducao das
mudancas que determinaram a qualidade da produgao. O método incialmente empregado (M1) era
laborioso e foi 0 primeiro gargalo a ser superado e, com as simples mudangas descritas ho M2,
conseguiu-se dar um salto na reducao do tempo de trabalho e até na qualidade, considerando que
o0 M2 promoveu os maiores valores de UFC, fato confirmado nos experimentos 2 (tabela 4) e 3
(figura 3D).

O posicionamento dos sacos nas estantes da sala de crescimento era outro gargalo, pois havia
uma maior demanda por espaco para aumentar a producao. A posicao horizontal € mais comumente
utilizada, como relatado no método M1, em que a producao de fungos, especificamente Metarhizium,
apresenta 6timos resultados com o emprego desse método, o que motivou o presente trabalho a
testar o contraste das duas posicoes. Para a producao de T. asperellum, a posicao horizontal foi a
que demonstrou os melhores resultados, independentemente do método empregado e do tamanho
da fita microporosa testada, o que obriga a aumentar a area disponibilizada para o crescimento,
visando solucionar o gargalo referente a espaco. A inclusao do uso da fita microporosa ocorreu por
meio da troca de informac¢des com outro grupo de pesquisa que ainda nao havia testado a variagao
quanto ao tamanho da fita, mas ja a vinha utilizando e obtendo 6timos resultados, motivando a
equipe do presente trabalho a usar e a testar o tamanho ideal, cuja finalidade principal era a reducao
do custo com tal acessoério, ja que uma grande quantidade de fita seria empregada no processo
para atender ao volume necessario de arroz colonizado. A presenca da fita é fator determinante
na quantidade de conidios, aferida pela variavel UFC; na sua auséncia, o fungo tem baixa taxa de
crescimento e produgao, independentemente do método (figura 3C) e da posi¢ao do saco (Fira 3F)
na sala de crescimento (figura 2). O tamanho de 20 cm?foi o que apresentou o melhor desempenho
considerando a variavel UFC, fato que pode ser observado nos dois experimentos testados (tabela
4 e figura 3).

Com os resultados obtidos no presente estudo, afirma-se que o método M2 (400 g de arroz
com 180 ml de agua), aliado a posicao horizontal e ao tamanho de 20 cm? de fita, promove o maior
desenvolvimento do fungo T. asperellum. A producao “on farm” para a espécie é possivel de ser
realizada nas condicoes do Brasil, mantendo um padrdo de qualidade e controle de producao, sendo
necessarios ajustes no processo produtivo e uso de mao de obra qualificada para a funcao.
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