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RESUMO: O controle biolégico de uma doenca flngica consiste no emprego de um organismo (predador,
parasita ou patdgeno) para o controle do agente causal da doenga. Dentre os possiveis agentes de biocontrole, um fungo vem
se destacando como promissor, sendo conhecido como Clonostachys rosea, forma assexuada de Bionectria ochroleuca.
Para isto ha a necessidade da producéo in vitro de esporos deste fungo. Efetuaram-se ensaios objetivando verificar meio de
cultura que melhor favorece-se a produgdo de conidios pelo fungo. O trabalho foi realizado no Setor de Defesa
Fitossanitaria, do Departamento de Producdo Vegetal, FCA — UNESP, campus Botucatu. Foi utilizado o isolado CCR64
(EMBRAPA-CNPMA).Os meios de culturas testados foram: BDA; Aveia-Agar; Mazeina-Agar; Arroz-Agar; V8-5%; V8-
10%; V8-20%; TJ-5%; TJ-10; TJ-20%. A esporulacdo do fungo, nos diferentes meios de culturas, foi avaliada no 8° dia de
incubagdo. Os dados foram analisados utilizando método de comparagdo entre médias, através do teste Tukey a 5% de
probabilidade, sendo os dados transformados para (X+1)*°. Todos os meios de culturas testados se mostraram aptos para a
producdo de conidios, verificou-se que o melhor meio para producdo de conidios de Bionectria ochroleuca € o TJ-5%,

seguido do TJ-20%, com uma esporulacio média de 3,5 x10° conidios/mL.

PALAVRAS-CHAVE: Controle Biolégico. Inoculante. Multiplicagéo.

INTRODUCAO

O controle biol6gico de doencas de causas
fungicas, em plantas, consiste no emprego de um
organismo (predador, parasita ou patdgeno) que afeta
de forma direta ou indireta o fungo fitopatogénico.
Existem diferentes estratégias de controle, dentre as
quais se destacam:(1) reducdo do in6culo do fungo
através do decréscimo de sua sobrevivéncia na
cultura, decréscimo da producdo ou liberacdo de
propagulos viaveis, ou decréscimo da sua expansao
pela reducéo do crescimento micelial; (2) reducéo da
infeccdo no hospedeiro causada pelo fungo; e (3)
reducdo da severidade da doenca (JAMES,
DUMROESE, WENNY, 1992; FOKKEMA, 1993;
PUNJA, UTKHEDE, 2003). Muitos microrganismos
tém sido utilizados como potenciais antagonistas, no
controle de fungos fitopatogénicos, dentre eles
destacam-se o fungo conhecido como Clonostachys
rosea.

Clonostachys rosea (sin.  Gliocladium
roseum, teleomoérfico  Bionectria  ochroleuca
(Schwein.) Schroers & Samuels), é um ascomiceto,
da ordem Hyprocreales (Schroers 2001), que na sua
fase anamorfa produz conidios unicelulares em duas

formas distintas, penicilado e verticilado. As
coldnias do fungo sdo geralmente esbranquicadas,
laranjadas ou salmdo, sendo este um micoparasita
destrutivo contra alguns fungos fitopatogénicos,
incluindo neste grupo o género Botrytis spp. (LI et
al.,2002), por essa caracteristica, passou no final da
década de 80, do século XX, ser amplamente
utilizado no controle de B. cinerea em morangueiro
(Fragaria x ananassa Bailey) (PENG, SUTTON,
KEVAN, 1990). Atualmente é considerado um
micoparasita de um amplo espectro de fungos, o que
demonstra sua natureza cosmopolita e sua
extraordinaria versatilidade ecoldgica (SUTTON et
al., 1997).

Este promissor agente de biocontrole de
doencas flngicas estd sendo estudado para ser
utilizado contra diversos patdgenos em diferentes
culturas, e em sua maioria, tem demonstrado alta
eficiéncia (LI et al., 2002). SURGEONER (1998)
relata que C.rosea € o principal meio de controle
bioldgico contra doengas fungicas utilizados no setor
de horticultura no Canada, sendo o principal método
de controle contra as doencas causadas pelo género
Botritys spp. No Brasil, inUmeros testes vém sendo
efetuados com o intuito de substituir o controle
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quimico desse grupo de patégeno, na cultura do
morango, pelo controle bioldgico com uso de C.
rosea (VALDEBENITO-SANHUEZA et al., 1997).
Atualmente, as recomendag¢bes sdo para 0 uso de
aplicacBes semanais do fungo C. rosea, utilizando
uma concentracio de 10° esporo/mL, na cultura do
morango (SUTTON et al., 1997).

Para que o uso de Clonostachys rosea seja
feito de forma eficiente no controle biol6gico de
fungos fitopatogénicos, um passo importante é o seu
cultivo in vitro para a producdo massal de suas
estruturas infectivas, os conidios, visando a
utilizacdo destes como agentes dispersivos do
biocontrole.

Com base nessa necessidade, efetuaram-se
ensaios objetivando verificar o meio de cultura que
melhor favorece a producédo de conidios pelo fungo.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas - FCA, da Universidade
Estadual Paulista — UNESP, campus Botucatu, junto
ao Departamento de Producdo Vegetal, setor de
Defesa Fitossanitaria.

Utilizou-se o isolado CCR64(EMBRAPA-
CNMA), o qual vem sendo usado como agente de
biocontrole, sendo esse mantido em meio de cultura
BDA, a 25°C, no escuro.

Os meios de culturas testados foram: BDA
(39 g/L (Acumedia Co.)); Aveia-Agar (20 g/L de
aveia em flocos (Quaker®), 18 g¢/L de é&gar);
Maizena-Agar ( 20 g/L de amido de milho
(Maizena®), 18 g/L de Agar); Arroz-Agar (20 g/L
de arroz cozido moido, 18 g/L de Agar); V8-5%(
5%(v/v) de suco V-8 (Suco concentrado de tomate,
adicionado do sucos de vegetais (cenoura, aipo,
beterraba, salsa, alface, agrido e espinafre), sal,
antioxidante acido ascorbico, acidulante &cido citrico
e aromatizante - Campbell Co. ®), 3,2 g/L de
CaCO0s3, 18 g/L de agar); V8-10% ( 10%(v/v) de
suco V-8(Campbell Co. ®), 3,2 g/L de CaCO3, 18
g/L de &gar), V8-20% ( 20%(v/v) de suco V-8
(Campbell Co. ®), 3,2 g/L de CaCO3, 18 g/L de
agar); TJ-5% (5%(v/v) de suco de tomate natural
(Superbom®), 3,2 g/L de CaCO3, 18 g/L de agar) ;
TJ-10% ( 10%(v/v) de suco de tomate natural
(Superbom), 3,2 g/L de CaCO3, 18 g/L de &gar) ; TJ-
20% ( 20%(v/v) de suco de tomate natural
(Superbom), 3,2 g/L de CaCO3, 18 g/L de &gar). Os
meios foram entdo esterilizados em autoclave por 20
minutos a 120°C, vertendo-os em placas de Petri
para a utilizacéo.

CHAGAS, H. A. etal. 335

Para a inoculacdo dos meios utilizou-se um
disco, de 5 mm de didmetro colonizado, obtido da
cultura crescida em BDA, a 25°C no escuro, por 5
dias, em placa de Petri. O experimento foi
inteiramente  casualizado, com 12 repeticOes,
considerando uma unidade amostral uma placa de
Petri contendo o meio a ser avaliado. As placas
foram incubadas em c@mara de crescimento tipo
BOD, a 25°C, por 8 dias, no escuro.

A esporulacdo do fungo, nos diferentes
meios de culturas, foi avaliada no 8° dia de
incubacdo. Cada placa de Petri, individualmente, foi
lavada com um volume de 10 mL de &gua destilada
autoclavada, precedendo-se a coleta da suspenséo, a
qual foi utilizada para determinar a concentracdo dos
conidios (conidios/mL), através de quatro leituras em
camara de Neubauer.

Os dados foram analisados utilizando
método de comparacgdo entre médias, através do teste
Tukey a 5% de probabilidade, sendo os dados
transformados para (X+1)°°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos 0s meios de culturas testados se
mostraram aptos para a producdo de conidios, sendo
que a producdo média variou de 0,053 x 10°
conidios/mL, para 0 meio Maizena-Agar, até x 4,41
x 10° conidios/mL, no meio TJ-5%, (Figura 1). Foi
verificado que o melhor meio para producdo de
conidios de Bionectria ocloleuca é o TJ-5%, seguido
pelo TJ-20%, com uma esporulacdo média de 4,04
x10° conidios/mL, sendo também os meios que
levaram ao maior crescimento micelial (Figura 2).

Quando analisado estatisticamente, pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade, os meios de cultura
maizena-agar e arroz-agar ndo diferiram entre si,
assim como o meio BDA e o Arroz-agar, 0 meio de
cultura V8 -20% se manteve isolado em uma classe
estatistica, ficando com uma producdo de conidios
abaixo da encontrada no meio V8-10%, o qual ndo
diferiu estatisticamente do meio Aveia-agar (Figura
1).

Na Figura 1 verifica-se que o aumento da
concentracdo do suco V8 no meio de cultura, de 5%
para 20%, exerceu uma influéncia direta na producédo
de conidios, sendo que 0 aumento do suco no meio
levou a uma reducdo proporcional a produgdo de
conidios, saindo de 3,7x10° conidios/mL na
concentragio de 5% para 2,2 x10° conidios/mL na
concentracdo de V8-10% e 1,7 x10° conidios/mL no
meio V8-20%.
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Figura 1. Esporulacdo média do Bionectria ochroleuca em diferentes meios de culturas, apds 8 dias de
incubacdo em cémara de crescimento, a 25°C, no escuro. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Figura 2. Crescimento do fungo Clonostachys rosea em diferentes meios de cultura, a 25°C no escuro, por 8
dias
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O mesmo comportamento é observado para
0s meios de culturas a base de suco de tomate (TJ),
onde o fungo produziu 4,4 x10°conidio/mL no
meio TJ-5%, 3,8 x10°conidio/mL no TJ-10% e 4,0
x10° conidio/mL no TJ-20%, sendo a Unica
diferenca entre 0 meio a base de TJ e 0 V8, que a
reducdo observada no TJ foi menos acentuada do
gue a verificada no V8.

Ao contrario do observado na literatura
para outros fungos, como Diplodia spp. (BIZETTO
et al., 2000), o meio arroz-agar nao estimulou a
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esporulacdo, demonstrando que nesse meio falta
algum fator nutricional que estimule a esporulagdo
de Bioncetria ochloleuca.

CONCLUSAO

O meio de cultura TJ-5% foi o que
proporcionou a melhor esporulacdo para o fungo
Bionectria ochloleuca, para as condicGes testadas,
devendo ser utilizado para producédo de conidios em
ensaios de controle bioldgico de outros organismos.

ABSTRACT: The biological control of the plants diseases, caused by fungi, is carried out using others
organisms (predator, parasite or pathogen). Among the possible agents of biocontrol, a fungus has been highlighting as
promising and it is known as Clonostachys rosea, asexual form of Bionectria ochroleuca. For that, it is necessary the in
vitro production of spores of this fungus. In this study were tested several culture media to select those with better conidia
production. The study was conducted at Plant Protection Division, in the Plant Production Department, FCA - UNESP,
Botucatu campus, S&o Paulo state, Brazil. We used the isolated CCR64 (EMBRAPA-CNPMA). The means of crops were:
BDA,; Oats-Agar; Mazeina-Agar; Rice-Agar; V8-5%; V8-10%; V8-20%; TJ-5 %; TJ-10, TJ-20%. The sporulation of the
fungus in different culture media was estimated at 8° days after of the incubation. The data were analyzed using method of
comparing averages, using the Tukey test, at 5% probability, and the data processed, using (X +1)0.5 transformation. All
culture media tested were able to produce conidia. It was found that the best culture media for production of conidia of
Bionectria ochroleuca is the TJ-5%, followed by TJ-20%, with an sporulation average of 3,5 x106 conidia / ml.

KEYWORDS: Biological Control. Inoculant. Multiplication.
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