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RESUMO

O capim-amargoso (Digitaria insularis) ¢ uma das principais plantas daninhas da
agricultura brasileira, causando prejuizos significativos devido a sua rapida disseminacao,
elevada competitividade e resisténcia a herbicidas como o glifosato e os inibidores de ACCase.
Essa resisténcia dificulta seu controle e torna urgente o desenvolvimento de estratégias
alternativas de manejo, como o controle bioldgico com fungos fitopatogénicos. Neste contexto,
um isolado do fungo Didymella sp. (KDI036) foi obtido a partir de plantas doentes de capim-
amargoso. Aplicacdes de suspensdes contendo seus esporos resultaram em alta mortalidade das
plantas, evidenciando seu potencial como agente de biocontrole. Com base nisso, conduziram-
se experimentos para avaliar diferentes combinag¢des de meio de cultura visando otimizar a
produgdo de conidios e clamidésporos do fungo. O estudo foi conduzido em trés etapas: teste
preliminar com os meios BD 10%, BD 50% e Caldo de vegetais, teste com diferentes
concentragdes de BD e glicerol e com diferentes tempos de incubagao, e por ultimo o teste com
variagdo de sacarose, extrato de levedura, sais, glicerol e tempo. Foi possivel observar no teste
preliminar que a maior produgao de conidios ocorreu no meio BD 10% aos 3 e 7 dias, e a partir
desse resultado, realizou-se os outros experimentos. No segundo teste, o meio BD 10%
associado a glicerol 10% favoreceu a produgao de conidios, enquanto BD 50%, glicerol 15% e
7 dias de incubacao favoreceram a formagao de clamidésporos. No ultimo teste, a producao de
conidios foi insignificante, porém para clamiddsporos houve uma tendéncia nos meios que
apresentaram maiores concentragdes de sacarose, menores concentragoes de glicerol e maior
tempo de incubagdo. Com base nesses resultados, foi possivel concluir que o meio de cultura
tem grande influéncia na producdo dos indculos desse isolado e os proximos experimentos
devem levar em consideragdo os ajustes nos componentes do meio para maximizar a producao

em larga escala visando o seu uso para o controle bioldgico do capim-amargoso.

Palavras-chave: planta daninha, clamidosporos, conidios.
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1 INTRODUCAO

As plantas daninhas sdo naturalmente adaptadas ao ambiente em que estdo inseridas e
apresentam a capacidade de crescer rapidamente, quando comparadas as plantas cultivadas.
Apresentam tanto importancia econdmica quanto social, pois afetam atividades de produgado de
culturas importantes, causando perdas econdmicas com reflexos sociais (Carvalho, 2013).

Os prejuizos causados pelas plantas daninhas na agricultura podem ser diretos ou
indiretos, sendo os diretos: a competicdo por recursos como agua, luz, espaco e nutrientes, o
que causa uma grande reduc¢do na produtividade de cultivos comerciais. Os prejuizos indiretos
sdo por serem hospedeiras de pragas e patogenos e por dificultarem o manejo ou a colheita,
causando uma desvalorizagao do produto comercial (Barroso e Murata, 2021).

O capim-amargoso (Digitaria insularis) é uma espécie de planta daninha que ¢ nativa
de regides tropicais e subtropicais da América, ¢ ¢ comumente encontrado em pastagens,
cultivos agricolas, pomares, bem como em areas ruderais, como margens de estradas e terrenos
baldios (Machado et al., 2008). E uma graminea, perene e pode atingir até 150 cm de altura que
apresenta grande potencial como invasora (Adegas e Gazziero, 2024).

Esta espécie nas ultimas décadas vem apresentando grande relevancia dentro da
agricultura brasileira e isso tem acontecido devido a algumas peculiaridades da espécie, como
seu padrao de crescimento, caracteristicas de reproducdo e dispersdo, e sua capacidade de
adaptacdo. Isso inclui a capacidade de se adaptar a diversas condi¢des do solo e do clima, bem
como aos diferentes sistemas de producdo adotados no pais (Adega e Gazziero, 2024).

Digitaria insularis ¢ uma espécie que apresenta caracteristicas de agressividade, como
a capacidade de formacdo de rizomas que formam touceiras notaveis, e a capacidade de
disseminag¢do de sementes durante praticamente todo o verdo (Gemelli et al.,, 2012). As
sementes sdo abundantes e apresentam pelos que auxiliam na sua dispersdo a longas distancias,
0 que junto com o alto percentual germinativo, permite que essa planta se dissemine com grande
facilidade (Kissmann e Groth, 1997). Estudos de Gazziero et al. (2012), indicaram que a
convivéncia de 4 a 6 plantas m? de D. insularis com a cultura da soja ja é suficiente para reduzir
a produtividade em 44%.

Atualmente, grande parte das plantas de capim-amargoso apresentam bidtipos
resistentes a herbicidas quimicos, isso devido a intensas aplicagdes realizadas para controlar

essa planta. Em 2005, o Paraguai registrou o primeiro caso de resisténcia de D. insularis. Essa



resisténcia foi identificada em culturas como milho, algodao, soja e girassol ao glifosato, um
ingrediente ativo que funciona por meio do mecanismo de agao conhecido como inibidores da
Enolpiruvil Shiquimato Fosfato Sintase (EPSP’s). No Brasil, o primeiro caso de resisténcia
ocorreu em 2008, nas culturas de soja e milho aos inibidores da EPSP's. Em 2016, surgiu a
confirmagdo da resisténcia aos inibidores da Acetil CoA Carboxilase (ACCase), na cultura da
soja, resistentes aos ingredientes ativos fenoxaprop-etila e haloxifop-metil. Em 2020, ocorreu
o primeiro caso de resisténcia multipla a dois mecanismos de a¢do, com resisténcia aos
inibidores da EPSP’S e inibidores da ACCase na cultura da soja (Heap, 2024).

Com isso, necessita-se de métodos de controle para essa espécie que apresenta
resisténcia significativa aos atuais herbicidas quimicos utilizados para seu controle. Uma das
alternativas ao uso de herbicidas ¢ o controle biologico de plantas daninhas com o uso de
fitopatogenos.

O controle biologico de plantas daninhas consiste na diminuicdo de populacdes de
espécies de plantas daninhas, utilizando inimigos naturais, nesse caso, fungos fitopatogénicos
ao capim-amargoso. Ele ¢ dividido em duas abordagens, sendo o método classico (inoculativo)
e o método de bioherbicida (inundativo). O primeiro consiste em introduzir o patdgeno a partir
do centro de origem da planta-alvo e transferi-lo para a nova regido onde a espécie se
encontrard. A segunda envolve o uso de patégenos ja associados a planta-alvo, depois de ter seu
indculo produzido em massa, formulado e aplicado (Vieira e Barreto, 2018).

A producao de um produto bioldgico para o controle de plantas daninhas, pelo método
inundativo apresenta varias etapas, sendo elas: a escolha da planta-alvo, coleta de plantas que
apresentam sintomas/lesoes, testes de patogenicidades apds a obtencao dos fungos a partir das
coletas, testes de agressividade a fim de selecionar os fungos mais agressivos a planta-alvo,
teste de especificidade para selecionar os fungos especificos a planta-alvo, produgdo massal e
registro do produto. A etapa de produ¢do massal, tem como finalidade escolher metodologias
que influenciam positivamente na esporulagdo e no crescimento do fungo a fim de realizar o
registro do futuro produto bioldgico a base de fungos fitopatogénicos (Barreto, 2018).

Os clamidosporos sao um tipo de esporo grande, esférico e de parede espessa, derivado
das hifas fingicas, que permite ao fungo sobreviver em condi¢des adversas (como extremo de
temperatura, escassez de nutrientes, pH desfavoravel). Conidios sdo esporos assexuados, com
a principal funcdo de dispersao e reproducao dessas espécies. Eles sdo gerados a partir de hifas
especializadas chamadas conidioforos (Jiang et al., 2018).

A produgdo massal ¢ uma das etapas mais importantes quando o foco ¢ a producao de

um bioherbicida, pois € necessario que o fungo esteja disponivel em grandes quantidades. Um



meio de cultura deve apresentar fontes de carbono, nitrogénio, sais minerais € outros fatores
que favorecam o crescimento do fungo (Soper e Ward, 1981; Alves, 1998).

As fontes de carbono normalmente utilizadas sdo amido, sacarose, dextrose entre outros
acucares. Ja as fontes de nitrogénio sdo derivadas de compostos ricos em proteinas ou
aminodacidos, como extrato de levedura, entre outros. Alguns produtos ricos em amido também
sao usados como meio de cultura, podendo citar: arroz, batata, aveia entre outros (Carvalho,
2014).

A producao in vitro pode ser realizada pela fermentagao sélida, difasica ou liquida. A
fermentagdo solida, os conidios sdo colhidos direto da placa com o crescimento e em seguida
inoculados em substratos solidos (Alves e Pereira, 1998). O arroz cozido ¢ um dos substratos
mais utilizados na fermentacao so6lida de fungos, entretanto, essa ¢ uma opc¢ao considerada cara
pelo prego de mercado do arroz, o que torna a busca por substratos alternativos a fim de
substituir esse (Moraes, 2009).

A técnica difésica se baseia no processo em que o fungo ¢ produzido inicialmente em
meio liquido, e em seguida em meio sélido, ocorrendo a alta formagao de biomassa quando em
meio liquido e a alta formag¢ao de conidios quando em meio solido (Mascarin et al., 2019).

A fermentacao liquida apresenta como vantagem a obtencao de elevadas quantidades de
biomassa em um pequeno espago fisico e em pouco tempo. Essa técnica visa manipular as
condi¢des nutricionais e ambientais durante o crescimento do fungo no meio liquido, para
induzir um crescimento desejado ou avaliar o potencial de produgdo de propagulos (Alves e
Pereira, 1998).

Diante da problematica com a produ¢ao de fungos, a busca por outras metodologias que
visem otimizar a produ¢do de conidios e clamiddsporos do fungo Didymella sp., o qual ¢é
patogénico ao capim-amargoso, ¢ uma necessidade para obter uma produgdo em larga escala.
A escolha por essas estruturas fingicas se deve ao fato de que, em testes anteriores, ambos
demonstraram capacidade de causar doenga nas plantas de capim-amargoso, sendo entdo,
usados nesse trabalho.

Da mesma forma, a fermentagao liquida foi escolhida a partir de trabalhos anteriores em
que essa metodologia proporcionou os melhores resultados para producdo desse fungo,
principalmente por ele apresentar picnidios, uma estrutura reprodutiva responsavel pela

formacao dos conidios do fungo.
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2 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes combinagdes de meios de cultura
para otimizar a producdo de esporos e clamidésporos do fungo Didymella digitarium, criando
um meio nutricionalmente completo e economicamente viavel para produg¢do em larga escala,

visando seu uso potencial para o controle bioldgico do capim-amargoso.

3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia

(LAMIF) na Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo.

3.1. Origem e seleciio do isolado KDI036

O isolado de Didymella digitarium (KDI036), foi obtido a partir de plantas de capim-
amargoso e sua patogenicidade foi testada em trabalhos anteriores (Garcia, 2024; Estevam,
2024), no qual foi possivel seleciond-lo como o mais especifico e mais agressivo dentre outros

isolados testados, apresentando grande potencial como um agente de biocontrole para esse alvo.

3.2. Recuperacao do isolado KDI036

Para a obten¢ao de material fingico ativo, o isolado foi previamente cultivado em placas
de Petri contendo meio de cultura BDA 10% (Batata-Dextrose-Agar), e incubado em BOD

durante sete dias a 25°C com fotoperiodo.

3.3 Obten¢ao da suspensao de conidios e clamidosporos
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Com a defini¢cao dos esporos (conidios) e clamidosporos como infectivos, realizou-se a
producao da suspensdo desses propagulos. Inicialmente, o isolado foi cultivado em placas de
Petri contendo o meio de cultura BDA onde apds 7 dias ocorreu a formagdo de picnidios
contendo conidios. Em seguida, foram adicionados 8 mL de agua destilada esterilizada (ADE)
nessas placas e com a ajuda de uma al¢a de Drigalski os picnidios foram rompidos, liberando
os conidios e formando assim, a suspensao. A concentragdo foi aferida em camara de Neubauer,

e padronizada em 1 x 10° conidios/mL.

3.4. Teste preliminar de cultivo em meio liquido

Ap0s a obtengdo da suspensdo, foi realizado o teste preliminar com diferentes meios e
concentragoes, a fim de otimizar a producao. Os meios e concentragdes avaliados foram: BD
(Batata-Dextrose) a 50% e 10%; e CV (Caldo de Vegetais). Foram adicionados 5 mL da
suspensdo em cada Erlenmeyer (frasco) contendo 95 mL do meio de cultura, e em seguida,
foram incubados em agitador orbital a 130 rpm. As avaliagdes foram realizadas aos 3, 5 e 7 dias

de cultivo, e as concentragoes foram aferidas em camara de Neubauer.

3.5. Teste de cultivo em BD 10% e 50% com diferentes concentracées de glicerol

Com o intuito de confirmar os resultados do teste preliminar, foi conduzido um
experimento com o objetivo de avaliar em quais condigdes de cultivo ocorre a maior produgdo
de estruturas fungicas infectivas, como conidios e clamidosporos. Com isso, foram testadas
diferentes concentragdes de BD, e a adi¢ao de glicerol como um fator adicional.

O experimento foi delineado em DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado), com
arranjo fatorial 2 x 3 x 2, totalizando 12 tratamentos com 3 repeti¢des cada. Os fatores avaliados
foram: concentracdo de BD (10% e 50%), concentragdo de glicerol (0%, 10% e 15%) e tempo
de incubacdo (3 e 7 dias). A significancia foi verificada pelo teste F e as médias comparadas

pelo teste Tukey ao nivel de 5%.
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Os frascos contendo as combinagdes de meios e glicerol foram inoculados com uma
suspensao que foi obtida a partir da raspagem de placas de BDA contendo o crescimento do
fungo, como citado no item 3.3. Foram incubados em agitador orbital a 150 rpm e 25°C, e para
as avaliacdes, os frascos foram retirados do shaker, e processados em liquidificador para
homogeneizar e promover a trituragdo dos picnidios, liberando os conidios neles contidos, o
que possibilitou uma contagem facilitada. As concentracdes de conidios e clamiddsporos foram

aferidas em camara de Neubauer.

3.6. Teste de cultivo em diferentes formulac¢des

Com base na composi¢do do meio BD 10%, foram criadas diferentes formula¢des, com
o intuito de desenvolver combina¢des que favorecessem a producdo de conidios e
clamidoésporos do KDI036. A formulacao original apresenta glicose como fonte de carbono,
porém, neste trabalho, a glicose foi substituida por sacarose devido ao seu menor custo € maior
facilidade de aquisi¢ao em larga escala. Além disso, foi adicionado glicerol as formulagdes,
atuando como agente osmoprotetor, com o objetivo de reduzir o estresse osmatico e conferir ao
fungo maior tolerancia a condi¢des desfavoraveis de campo, como baixa disponibilidade de
agua, temperaturas extremas ou variacoes de umidade.

O experimento foi conduzido segundo um delineamento fatorial fracionado 2°2, com
cinco fatores avaliados em dois niveis (inferior e superior): sacarose (1 e 5 g/L), extrato de
levedura (0,25 e 1,250 g/L), sais minerais (presenga e auséncia), glicerol (10% e 15%) e tempo
de incubagdo (3 e 7 dias). Foram testadas 8 combinag¢des experimentais, com 3 repeti¢des cada,
totalizando 24 unidades experimentais (Tabela 1).

Para facilitar a preparagdo dos meios, foram feitas solu¢des estoques de cada fator e os
niveis dos componentes foram ajustados em volumes padronizados, sendo: para sacarose e
extrato de levedura, o nivel inferior e superior correspondentes, respectivamente, a 2 mL e 10
mL, das solucdes estoques. Para os sais, o nivel inferior correspondeu a 0 e o superior a 10 mL.
Cada solugdo foi adicionada com suas respectivas concentragcdes nos frascos € o volume final
foi ajustado para 100 mL completando com 4gua destilada (Tabela 2).

Os frascos contendo os meios foram autoclavados a 121 °C durante 20 minutos. Para a

inoculagdo, preparou-se a suspensdo e inoculou-se 100 pL (microlitros) em cada frasco
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contendo os meios de culturas. Esses frascos foram incubados e avaliados da mesma forma

como citado no item 3.5.

Tabela 1. Delineamento experimental contendo todas as combinagdes
Frasco Sacarose Extrato Sais Glicerol Tempo
1 1 250  Sem 15 7

1250 Com 10
1250 Com 15

2 5 250 Sem 10 3
3 1 1250  Sem 10 7
4 5 1250  Sem 15 3
5 1 250 Com 15 3
7 1 1250 Com 10 3
8 5 1250 Com 15 7
9 1 250 Sem 15 7
10 5 250 Sem 10 3
11 1 1250 Sem 10 7
12 5 1250 Sem 15 3
13 1 250 Com 15 3
15 1 1250 Com 10 3
16 5 1250 Com 15 7
17 1 250 Sem 15 7
18 5 250 Sem 10 3
19 1 1250  Sem 10 7
20 5 1250  Sem 15 3
21 1 250 Com 15 3

1 3

5 7

Tabela 2. Ajustes dos niveis para a montagem do experimento
Frasco Sacarose Extrato Sais Glicerol Agua Tempo

1 2 2 0 15 81 7
2 10 2 0 10 78 3
3 2 10 0 10 78 7
4 10 10 0 15 65 3
5 2 2 10 15 71 3
6 2 10 10 10 68 7
7 10 10 10 10 60 3
8 2 2 0 15 81 7
9 10 2 0 15 73 7
10 2 10 0 10 78 3
11 10 10 0 10 70 7
12 2 2 10 15 71 3
13 2 10 10 15 63 3
14 10 10 10 10 60 7
15 2 2 0 10 86 3
16 10 2 0 15 73 7
17 2 10 0 15 73 7
18 10 10 0 10 70 3
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19 2 2 10 10 76 7
20 2 10 10 15 63 3
21 10 10 10 15 55 3
22 10 2 10 10 68 7
23 10 2 10 10 68 3
24 10 2 10 15 63 7

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste preliminar de cultivo em meio liquido

Nos testes preliminares, foram comparados os meios BD 10%, BD 50% e CV quanto a
capacidade de estimular a esporulacdo do isolado KDI036. Observou-se que o meio BD 10%
proporcionou maior producao de conidios em relacao aos outros meios testados, nos tempos de
3 e 7 dias de cultivos. Isso pode estar relacionado ao fato de que o BD 10%, por ser menos rico
em nutrientes, induz um leve estresse nutricional, favorecendo a esporulagdo.

Diante disso, 0 BD 10% e os tempos de cultivo de 3 e 7 dias foram selecionados como
base para os experimentos subsequentes de otimizagdo. Estudos de Martins et al. (2007)
observaram que o meio de cultura BD foi o que mais promoveu a esporulacao de trés isolados

de Colletotrichum gloeosporioides dentre os quatro isolados que foram testados.

Concentraco de confdios {106) do KDIO36

o BD 10% BD 50%
Qdies =Sdins 7 ciss

Figura 1. Concentracdo de conidios do KDI036 em diferentes meios e tempos de cultivo.
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4.2. Teste de cultivo em BD 10% e 50% com diferentes concentracées de glicerol

A analise de variancia foi realizada em logaritmo do nimero de conidios (log_conidios)
e logaritmo do ntimero de clamidosporos (log clamidosporos). Para a variavel producdo de
conidios, os fatores BD e glicerol apresentaram efeito significativo (p < 0,05). O fator tempo e
as interacdes entre os fatores ndo apresentaram efeitos significativos (Tabela 3). Observou-se
que o meio BD 10% com a média de 4.59, favoreceu a produ¢do de conidios em relagdo ao BD
50% (m = 2.25), e que glicerol 0% e 10% (m = 4.55; 3.77) resultaram nas maiores médias de

produgdo de conidios que a concentracdo de 15% (m = 1.93).

Tabela 3. Anélise de variancia para produgdo de conidios em fun¢do de diferentes tempos de
cultivos e diferentes concentracdes de BD e glicerol

GL SQ QM FC Pr>Fc
BD 1 4946346  49.46346  27.6381 0*
Glicerol 2 43.67642  21.83821  12.2023 2x1074*
Tempo 1 6.47139 6.47139 3.6159 0.0693 NS
BD*Glicerol 2 1.35780 0.6789 0.3793 0.6883 NS
BD*Tempo 1 0.00786 0.00786 0.0044 09477 NS
Glicerol*Tempo 2 2.68312 1.34156 0.7496 0.4833 NS
BD*Glicerol*Tempo 2 9.21608 4.60804 2.5748 0.097 NS
Residuo 24 4295241  1.78968
Total 35 155.82855
CV =39.13%

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. NS = Nao significativo. C.V= Coeficiente de variagao.

Tabela 4. Médias de produgdo de conidios para o fator BD

BD Médias
10% 459 a
50% 2.25b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 5. Médias de producao de conidios para o fator glicerol

GLICEROL Médias
0% 4.55a
10% 3.77a
15% 1.93b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relagdo a produgdo de clamidosporos, os trés fatores isolados (BD, glicerol e tempo)

foram significativos, e as interagdes ndo significativas (Tabela 6). Os fatores BD 50% (m =
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5.62) e glicerol 15% (m = 5.59) foram os que mais produziram clamid6sporos em relacdao ao
BD 10% (m = 4.42) e glicerol 10% e 0% (m = 5.22; 4.25) e 7 dias de incubagdo apresentou a
maior média (m = 5.55) que 3 dias (m = 4.49).

Tabela 6. Analise de variancia para producgao de clamidésporos em fungio de diferentes tempos
de cultivos e diferentes concentragdes de BD e glicerol

GL SQ QM FC Pr>Fc
BD 1 13.00539 13.00539 13.9402 0.001*
Glicerol 2 11.56123 5.78062 6.1961 0.0068*
Tempo 1 10.36485 10.36485 11.1098 0.0028*
BD*Glicerol 2 2.36357 1.18178 1.2667 0.2999 NS
BD*Tempo 1 3.32292 3.32292 3.5618 0.0713 NS
Glicerol*Tempo 2 5.89214 2.94607 3.1578 0.0606 NS
BD*Glicerol*Tempo 2 4.78316 2.39158 2.5635 0.0979 NS
Residuo 24 22.39067 0.93294
Total 35 73.68394
CV =19.23%

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. NS = Nao significativo. C.V= Coeficiente de variagao.

Tabela 7. Médias de producao de clamidésporos para o fator BD

BD Médias
50% 5.62a
10% 442 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 8. Médias de produgao de clamidodsporos para o fator glicerol

GLICEROL Meédias
15% 5.59a
10% 5.22 ab
0% 425b

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 9. Médias de producao de clamiddsporos para o fator tempo

TEMPO Médias
7 5.55a
3 449b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As varidveis analisadas nesse experimento (produgdo de conidios e de clamiddsporos)
apresentaram diferencas em relagao aos fatores (BD, glicerol e tempo). A producao de conidios
foi favorecida nos meios com BD 10% e glicerol 0% ou 10%, enquanto o tempo nao influenciou
significativamente. Virtuoso et al. (2021) avaliaram as condi¢des ideais para esporulagao de

Didymella bryoniae in vitro, onde o meio de cultura BDAR (batata-dextrose-agar + ramos de
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meldo) foi o que mais influenciou na producdo de conidios, seguido do meio BDA. Estudos
semelhantes apontaram que Didymella bryoniae apresentou a maior produ¢do de conidios em
meio BDA e 4gar de farinha de milho (Bhat et al., 2009).

Em contrapartida, para a producdo de clamiddsporos os que mais favoreceram foram
BD 50%, glicerol 15% e tempo de incubagdo de 7 dias. Estudos de Li et al. (2015), verificaram
que meios de culturas liquidos com glicerol e o tempo de incubacdo de 6 dias foram satisfatorios

para a producdo de clamidosporos de Trichoderma asperellum.

4.3. Teste de cultivo em diferentes formulacoes

Nesse experimento ndo foi possivel realizar a analise estatistica para a varidvel producao
de conidios, pois apenas na formulagdo contendo - 5 g/L de sacarose, 0,25 g/L de extrato de
levedura, presenga de sais, 10% de glicerol e incubacao por 7 dias - promoveu a esporulacao
visivel de 1 x 10° conidios/mL e 6,2 x 10° clamidésporos/mL. Todas as outras formulagdes
favoreceram exclusivamente a producao de clamiddsporos.

Em relacdo a producdo de clamiddsporos, a andlise de varidncia ndo indicou efeitos
significativos para os fatores testados (Tabela 10). No entanto, o teste de falta de ajuste foi

significativo, o que sugere que o modelo usado ndo explicou completamente os dados.

Tabela 10. Analise de variancia para produ¢do de clamidosporos em fungdo das concentragdes
de sacarose, extrato de levedura, sais e glicerol e do tempo de incubacao

GL SQ oM FC Pr>Fc
Sacarose 1 0,15292 0,152921 1,12 0,303 NS
Extrato 1 0,00544 0,005441 0,04 0,844 NS
Sais 1 0,00358 0,003585 0,03 0,873 NS
Glicerol 1 0,24579 0,245791 1,81 0,196 NS
Tempo 1 0,32086 0,320858 2,36 0,142 NS
Modelo 5 0,72860 0,145719 1,07 0,409
Linear 5 0,72860 0,145719 1,07 0,409
Erro 18 2,44993 0,136107
Falta de ajuste 2 0,84513 0,422567 4,21 0,034*
Erro puro 16 1,60480 0,100300
Total 23 3,17853

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; NS = ndo significativo;
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Contudo, observou-se uma maior tendéncia de producdo de clamiddsporos nas
combinagdes que apresentaram maiores concentragdes de sacarose, menores concentragdes de
glicerol e maior tempo de incubacio, promovendo 9,5 x 10° clamidosporos/mL. J4 os fatores
extrato de levedura e sais ndo influenciaram na producao (Figura 1). De forma semelhante,
Vieira e Barreto (2010) verificaram que os meios liquidos JP (Jenkins-Prior), PA (Paris), JA
(Jackson) e AD (Adamek ) resultaram nas maiores producdes de clamidosporos de Lewia
chlamidosporiformans, ndo havendo diferenga significativa entre eles, o que aponta diregdes

para estudos futuros sobre a producgdo desse indculo.

Sacarose Extrato Sais Glicerol Tempo
5,55

5,45 / '/' 0\. \ /

5,30

Média de log_clamidosporos

Figura 2. Grafico de principais efeitos para produgdo de clamidosporos

Com base nos dados, as combinagdes ndo foram positivas para a producao de conidios,
tendo apenas uma combinagdo favorecido essa varidvel, o que impossibilitou a realizacao de
uma andlise estatistica. Apesar disso, esse resultado € relevante pois evidencia o potencial dessa
formulacao especifica em induzir a produgdo de conidios, apontando um caminho promissor
para o desenvolvimento de protocolos para a produgcdao desse indculo. Estudos com
Trichoderma asperellum demonstraram que entre diferentes fontes de carbono testadas para a
produgdo de conidios, a sacarose foi a que mais influenciou positivamente na esporulagdo (Li
et al., 2015).

Em relagdo a producao de clamidosporos, a estatistica nao foi significante para os
fatores testados, porém houve melhores tendéncia como: mais sacarose € maior tempo de

incubacao tenderam a favorecer a produgdo, enquanto mais glicerol tendeu a desfavorecer.
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Figura 3. Conidios do isolado KDI036.

Fonte: Mendes, D.R. 2025.

Figura 4. Clamidosporo do isolado KDI036.

Fonte: Mendes, D.R. 2025.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que a producdo de conidios e clamiddsporos do isolado fungico Didymella
digitarium (KDI036) ¢ fortemente influenciada pela composi¢do do meio de cultura. O meio
BD 10% combinado a glicerol 10% favoreceu a esporulacio, enquanto o BD 50%, associado a
glicerol 15% e maior tempo de incubagao (7 dias), estimulou a producdo de clamidosporos.

No ultimo teste (teste de cultivo em diferentes concentragdes dos componentes do meio

BD 10%) apenas uma combinagdo permitiu producao tanto de conidios como de clamidésporos,
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e os fatores sacarose, tempo e glicerol tiveram influéncia na producao de clamidosporos, o que
sugere uma melhor tendéncia para os proximos trabalhos de otimizagao.

Esses resultados reforcam a viabilidade do uso desse isolado como agente de controle
bioldgico do capim-amargoso e indicam a necessidade de ajustes nos componentes dos meios

de cultura, a fim de favorecer a produgdo em larga escala para a produgdo de um bioherbicida.
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