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RESUMO

ARAUJO, Raimundo Silva. Qualidade sanitaria de améndoas de castanha-do-brasil e
controle bioldgico de fungos aflatoxigénicos. 2018. 58 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agroecologia). Universidade Estadual de Roraima, Boa Vista, Roraima, 2018.

A castanha-do-brasil tem grande importancia para as populagfes da regido Amazonica,
principalmente as améndoas, que sdo comercializadas como produto organico e, tém do sabor
e propriedades nutricionais desejaveis. Contudo, seu consumo tem sofrido algumas restrigdes,
principalmente, devido a contaminacdo de substancias toxicas produzidas por fungos do
género Aspergillus. Entretanto, a utilizacdo do Trichoderma surge como uma ferramenta
eficaz no controle de fitoparasitas. Objetivou-se com este trabalho, determinar a incidéncia de
fungos e a presenca de aflatoxinas em améndoas de castanha-do-brasil, provenientes de
ouricos submetidos a diferentes periodos de exposicao sobre o solo ap6s abscisdo, bem como
a eficiéncia dos isolados de Trichoderma spp., como agente de biocontrole em castanha-do-
brasil. Para a avaliacdo da qualidade sanitaria das améndoas de castanha-do-brasil realizou-se
o método de incubagdo em papel filtro “Blotter-test”, em amostras de ourigos, coletados
diretamente das arvores e, ouri¢cos expostos por um, 30, 60 e 90 dia(s) no solo do Sistema
Agroflorestal do Campo Experimental Confianca da Embrapa Roraima, onde os resultados
foram expressos em porcentagem de améndoas contaminadas. Para o isolamento dos fungos
do género Aspergillus adotou-se a técnica do plaqueamento direto das améndoas no meio
Agar Dicloran 18% Glicerol e as anélises para deteccdo e quantificacdo de aflatoxinas foram
realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Nas analises descritivas, observou-se
incidéncia de 100% do género Aspergillus nas améndoas provenientes de ouricos que
permaneceram expostos sobre solo por periodos de 30, 60 e 90 dias apds a abscisao,
enguanto, nos ouricos coletados diretamente da arvore, esse numero foi reduzido para 15%.
Todos os tratamentos apresentaram aflatoxinas, destacando-se as castanhas de ouricos
expostos por 90 dias no solo, com 142,83 pg kg™ para Afls B;. Nos testes de confrontacio
direta entre os dois isolados de Trichoderma sp., (Tspp5 e Tsppl2) e os 35 isolados de
Aspergillus spp., tanto nas analises estatisticas, bem como, na avaliacdo da escala proposta
por Bell et al. (1982), o isolado de Trichoderma spp., (Tspp5) se comportou como 0 mais
eficiente. Avaliando as améndoas dos ouri¢os expostos por até sete dias no SAF depois de
inoculadas com isolado de Trichoderma sp., (Tspp5) e armazenadas por [um, 30, 60 e 90
dia(s)], observou-se que, as amostras inoculadas com (Tspp5) e armazenadas por 90 dias
tiveram uma reducdo significativa do nimero de isolados de Aspergillus spp., demonstrando
que o isolado Tspp5 é um agente de biocontrole promissor.

Palavras-chave: Aflatoxinas; Biocontrole; Trichoderma spp.



ABSTRACT

ARAUJO, Raimundo Silva. Sanitary quality of Brazil nut almonds and biological control
of aflatoxigenic fungi. 2018. 58 p. Dissertation (Master in Agroecology). State University of
Roraima, Boa Vista, Roraima, 2018.

Brazil nuts are of great importance to the populations of the Amazon region, especially
almonds, which are marketed as an organic product and have the desirable taste and
nutritional properties. However, its consumption has suffered some restrictions, mainly due to
the contamination of toxic substances produced by Aspergillus fungi. However, the use of
Trichoderma has emerged as an effective tool for phytoparasite control. The objective of this
work was to determine the incidence of fungi and the presence of aflatoxins in Brazil nuts,
from fruits submitted to different periods of soil exposure after abscission, as well as the
efficiency of Trichoderma spp. isolates, as a biocontrol agent in Brazil nuts. To evaluate the
health quality of Brazil nuts, the Blotter-test filter paper incubation method was performed on
fruits samples collected directly from the trees and fruits exposed by one, 30, 60 and 90 day(s)
in the soil of the Embrapa Roraima Confianga Experimental Field Agroforestry System,
where the results were expressed as a percentage of contaminated almonds. For the isolation
of Aspergillus fungi, the technique of direct plating of almonds on Dichloran 18% Glycerol
Agar medium was adopted and aflatoxin detection and quantification analyzes were
performed by high performance liquid chromatography. In the descriptive analysis, 100%
incidence of Aspergillus genus was observed in almonds from hedgehogs that remained
exposed to soil for 30, 60 and 90 days after abscission, while in the fruits collected directly
from the tree, this number was reduced. to 15%. All treatments presented aflatoxins,
highlighting the fruits nuts exposed for 90 days in the soil, with 142.83 ug kg™ for Afls B1. In
the direct confrontation tests between the two isolates of Trichoderma sp., (Tspp5 and
Tsppl2) and the 35 isolates of Aspergillus spp., Both in the statistical analyzes as well as in
the scale evaluation proposed by Bell et al. (1982), the isolate of Trichoderma spp., (Tspp5)
behaved as the most efficient. Evaluating the fruits almonds exposed for up to seven days in
the APS after inoculation with Trichoderma sp. isolate (Tspp5) and stored for [one, 30, 60
and 90 day(s)], it was observed that the inoculated samples com (Tspp5) and stored for 90
days had a significant reduction in the number of Aspergillus spp. isolates, demonstrating that
the Tspp5 isolate is a promising biocontrol agent.

Keywords: aflatoxins, biocontrol, Trichoderma spp.
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1. INTRODUCAO

A castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.) tem grande relevancia econémica
e social para a agricultura familiar na regido Amazonica, por se tratar de um produto onde se
explora basicamente o extrativismo vegetal ndo madeireiro. A extragao de suas améndoas € de
fundamental importancia como fonte de alimentacdo e renda para os habitantes dessa regido
(TAVARES et al., 2010).

Nos Gltimos anos, a castanha-do-brasil tem ganhado destaque no cenério internacional,
tendo seu produto um grande impacto na balanca comercial brasileira, sendo exportada para
varios paises ao redor do mundo, principalmente, os da América do Norte e da Europa,
impulsionando a economia do pais. Além disso, em decorréncia do seu sabor e de suas
propriedades nutricionais, as améndoas estdo sendo comercializadas como produto organico,
satisfazendo um mercado consumidor cada vez mais exigente (COSTA, 2012; AGUIAR,
2014; REIS et al., 2014).

Entretanto, as exportacbes para esse mercado consumidor, tém sido extremamente
afetadas em decorréncia do elevado indice de contaminacdo por aflatoxina, substancia que,
devido seus efeitos toxicoldgicos, pode ocasionar cancer nos seres vivos. Segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancer — AIPC, essa substancia é produzida principalmente,
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, que Sdo microrganismos muito
comuns no ambiente em que a castanheira-do-brasil é produzida (FRANK; BETANCOURT,
1981).

Segundo Souza et al. (2004), as principais causas para essa contaminacdo esta
diretamente relacionada a sazonalidade do produto em nosso pais e o clima da regido
Amazonica, que apresenta elevada temperatura e umidade elevada durante boa parte do ano.
Constata-se também baixo nivel de tecnologia adotado pelos extrativistas e o longo periodo
em que o fruto da castanha-do-brasil fica em contato com a microbiota do solo, no periodo
chuvoso, ap6s o desprendimento do pedunculo, constituindo os fatores primordiais para a
contaminagdo das améndoas de castanha-do-brasil por fungos produtores de aflatoxinas.

O controle biolégico pode ser uma das alternativas no manejo de doencas em plantas,
pois, consegue atuar em muitas situacdes, onde outros metodos de controle ndo atuam ou tem
resultados muito limitados (BETTIOL et al., 2009). No entanto, essa forma de controle foi
viabilizada ap6s muitos anos de pesquisa em varios paises, com a sele¢do de antagonistas e 0

desenvolvimento de formulagdes estaveis, que carregam uma grande quantidade de esporos
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viaveis, que possam ser competitivos no seu sitio de atuagdo, principalmente, no solo (LOBO
JUNIOR et al., 2009).

Fungos do género Trichoderma, tem se mostrado como 0s principais agentes de
controle biolégico por apresentar resultados significativos como microrganismos antagonicos,
conseguindo inibir alguns parasitas de plantas. Assim, a hipdtese estabelecida para a pesquisa
é que fungos do género Trichoderma poderdo auxiliar no controle biolégico de Aspergillus

spp., fungos produtores de aflatoxinas em améndoas de castanha-do-brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Castanha-do-brasil

A castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.) é caracterizada por ser uma
planta arborea que pertence ao grupo de nozes. Foi descrita inicialmente em 1808 na
Venezuela, nos relatérios das viagens de Humboldt e Aimé Bonpland, que pesquisaram e
descreveram a flora de vérias regiées do mundo (PACHECO; SCUSSEL, 2006). Na década
de 1960, para fins de comercializacéo e exportacéo, foi regulamentada por lei pelo Ministério
da Agricultura, passando a ser denominada efetivamente de castanha-do-brasil (BRASIL,
1961).

Pertencente a familia das Lecythidaceae, é uma planta tipica das florestas tropicais de
clima quente e Umido, estando presente em alguns paises da Amaz6nia como o Brasil,
Venezuela, Colémbia, Bolivia, Peru e Guianas. Encontra-se distribuida principalmente ao
longo das bacias hidrograficas dos rios Amazonas e Orenoco, no Brasil, € encontrada em
grande escala nos estados da Regido Norte, Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondobnia,
Roraima e Tocantins (SCOLES, KLEIN, GRIBEL, 2014; TONINI et al., 2014), bem como
nos estados de Mato Grosso e Tocantins.

A arvore da castanha-do-brasil tem porte alto, podendo atingir mais de 50 m de altura.
Seu caule é cilindrico e liso com tronco reto, apresentando ramos laterais até a altura de sua
copa. Sua casca € densa, escura e fendida. Os galhos sdo encurvados e bem separados nas
extremidades com folhas bem largas, alternadas, pecioladas e onduladas de coloracao verde-
escuras na parte abaxial e palida na axial (BRASIL, 1976).

Uma arvore de castanha-do-brasil adulta, de ocorréncia natural, frutifica pela primeira
vez entre oito a 12 anos e, normalmente, produz apds os 14 anos (PAS, 2004). Ap6s o
florescimento, o periodo de crescimento e maturacdo dos frutos se completa aos 15 meses
(PACHECO; SCUSSEL, 2006). O inicio da floracdo da castanheira-do-brasil nos municipios
que sdo produtores no estado de Roraima acontece nos meses de baixa precipitacdo
pluviométrica, e o periodo de maior queda dos ouri¢os ocorre na época de maior incidéncia de
chuvas (TONINI et al., 2014).

O fruto, também conhecido como ourico é um pixidio globoso, apresentando em
média 10 cm de didmetro, podendo conter até 25 sementes de comprimento varidveis. Esta

semente contém uma améndoa comestivel, rica em proteinas, carboidratos e fibras. A casca
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do ourico é espessa com material lenhoso e duro, de cor castanha clara, repleta de resina, com
massa variando entre 0,5 a 5 kg (BRASIL, 2002).

Segundo Camargo; Castro; Gavilanes (2000), a améndoa da castanha-do-brasil é
composta por tecidos que séo delimitados por um anel meristematico, sendo este envolto por
uma camada epidérmica e uma pelicula constituida por material de lignina. Sua estrutura
embrionaria explica, em parte, seu lento processo de germinacao e relaciona-se com 0 sucesso
em sua dispersdo em condigdes naturais, principalmente por animais silvestres incluindo a

cotiara (Myoprocta spp.).

2.2. Extrativismo da castanha-do-brasil na Amazo6nia

As espeécies florestais da Amazonia apresentam grande potencial para o extrativismo,
sendo uma das atividades mais importantes para as populagdes que habitam a regiéo,
estimulando o uso sustentavel e racional dos seus recursos naturais existentes, bem como o
desenvolvimento econdmico e social com a preservacdo e equilibrio ecologico do ambiente,
evitando assim, a longo prazo o risco de devastacdo e extingdo da floresta amazonica (FAO,
2008).

Pimentel et al. (2007) citam que, no caso da améndoa da castanha-do-brasil ser um
produto que é comercializado in natura, politicas de precos acessiveis devem ser implantadas,
para promover o desenvolvimento do seu sistema de producdo, além de algumas outras
politicas de incentivo ao extrativismo, as quais possibilitariam a implantacdo de cultivos
comerciais da castanha-do-brasil, sendo que na Amazodnia, a importancia social e econémica
dos produtos florestais ndo madeireiros (PFNM) é secular em funcdo de seus povos
tradicionais.

O desenvolvimento inicial da Amazdnia teve como modelo o extrativismo vegetal, que
foi durante um longo periodo, o carro chefe da economia dessas populagdes e mesmo que, nos
ultimos anos tenha perdido forca em decorréncia do crescimento de atividades agricolas que
visam lucro a curto e médio prazo, continua sendo alternativa na geracdo de renda, trabalho e
emprego e, principalmente, na subsisténcia dos habitantes das regides ribeirinhas (TONINI et
al., 2007).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2016, a
semente da castanha-do-brasil, foi 0 quarto produto extrativista em relevancia econdmica para
Amazonia brasileira, com uma producdo estimada em 34.644 toneladas, decréscimo de 14,7%

em relacdo a 2015, com valor de producdo estimado em R$ 110,1 milhdes; destacando-se 0
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estado do Amazonas que atingiu a posi¢do de maior produtor da federacdo com 14.945
toneladas (IBGE, 2016).

O estado do Acre que em 2015 era o maior produtor nacional teve uma reducdo de
37,7% em sua producdo, em funcéo da escassez de chuvas que afetaram as principais regides
produtoras do estado. J& o estado de Roraima, que ainda possui uma producéo insipiente de
161 toneladas, destaca-se o municipio de Rorainopolis, responsavel por 58 toneladas (IBGE,
2016). Ainda, de acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2015), o
Brasil foi o principal responsavel pelas exportacdes da castanheira-do-brasil, contribuindo de
maneira significativa para o Produto Interno Bruto (PIB) do pais.

Os extrativistas que moram nas comunidades rurais, comercializam a sua produgéo por
um valor relativamente baixo para um negociante intermediario (atravessador) que,
geralmente, vém de outras localidades da Amazénia, na época do pico de producdo da
castanha-do-brasil. Posteriormente, essa producdo adquirida é enviada para outros estados,
sendo armazenada em depositos por um periodo até a chegada da entressafra, época que
atingira um melhor preco de mercado (TONINI et al., 2014).

No estado de Roraima, 0 extrativismo da castanha-do-brasil € praticado,
principalmente, por agricultores familiares, indigenas e ribeirinhos que vivem ao longo da
bacia do Rio Branco, sendo os maiores produtores os municipios de Roraindpolis, Caroebe,
Caracarai, Sdo Jodo da Baliza e S&o Luis do Anaud (TONINI et al., 2014). Entretanto, o
sistema extrativista praticado por esses produtores em Roraima, enfrenta grandes problemas
durante todo o seu processo produtivo, principalmente, os relativos a ado¢do de boas praticas
extrativistas de pds-colheita, que consiga diminuir a infestacdo das castanhas por fungos
produtores de aflatoxinas, potencializando sua comercializagdo (TONINI et al., 2014).

A adocdo do extrativismo sustentavel tanto na colheita como no transporte configura-
se como alternativa viavel para minimizar essa contaminacdo, e consequentemente, aumentar
a produtividade da castanha-do-brasil. Entre essas praticas destacam-se 0 enterrio e a amontoa
dos restos culturais da safra anterior, reducao de permanéncia do fruto em contato com o solo
e a quebra dos frutos com a imediata retirada das castanhas, em areas que sejam bem arejadas
e com superficie limpa, distante da area de coleta (NOGUEIRA et al., 2010; CALDERARI,
2011; SANTOS, 2012).
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2.3. Contaminacéao da castanha-do-brasil por fungos produtores de aflatoxinas

Fungos do género Aspergillus produzem aflatoxinas, que, no ponto de vista econémico
e social, acarretam prejuizo significativo para a sociedade a curto e longo prazo, pois esses
produtos podem sofrer sangdes para sua comercializa¢do e exportacao, além de ser um agente
de intoxicagéo alimentar (LEITE; SOUZA, 2002; PEREIRA et al., 2002).

As aflatoxinas com potencial cancerigeno podem ser encontradas em diversos
alimentos, incluindo, principalmente, o grupo das oleaginosas. A aflatoxina B; € o principal
metabdlito produzido pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus nomius. Outra espécie, a
Aspergillus parasiticus, além de, produzirem as aflatoxinas B; e B, também produzirem as
aflatoxinas G; e G, (JOHNSSON, 2006).

Ao detectar a presenca de fungos nos alimentos, os paises importadores passaram a
estabelecer padrBes e niveis de contaminacdo aceitaveis quanto a presenca de micotoxinas,
instituidos por meio da elaboracéo de legislacdes cada vez mais rigidas, no que dizem respeito
aos niveis maximos permitidos, onde os valores variam conforme o pais, os quais flutuam
para aflatoxinas totais de 1 pg kg™ na Franca, e 30 pg kg™ no Brasil e em outros paises
(CASTRILLON; PURCHIO, 1988; FREIRE et al., 2007).

A prevencdo da contaminacdo de alimentos por aflatoxinas nem sempre é efetiva ou
praticavel, especialmente em paises de clima tropical, como o Brasil, onde as condi¢des de
temperatura sdo favoraveis o ano todo contribuindo para que os fungos aflatoxigénicos
crescam e produzam toxinas (SYLQOS, 2006).

Desta forma, é essencial o controle em carater preventivo para diminuir a
contaminacgéo da castanha por fungos e a producdo da micotoxina (PACHECO, 2007), o que
foi preconizado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) por meio
da Instrucdo Normativa n° 11, de 22 de marc¢o de 2010 (BRASIL, 2010), com as medidas para
a prevencdo e reducdo da contaminacdo por aflatoxinas na cadeia produtiva da castanha-do-
brasil.

Arrus et al. (2005) revelam que, uma estratégia eficaz para evitar aflatoxina em
castanha-do-brasil € a prevencdo do crescimento do fungo apds a coleta do produto mediante
controle adequado de temperatura e umidade relativa do ar durante 0 armazenamento. Nunes
et al. (2003) complementam ainda que, o fungo pode nédo estar presente no produto, mas suas
micotoxinas podem permanecer, pois, estas ndo sao facilmente eliminadas.

Reduzindo o tempo de permanéncia do ouri¢co apds abscisdo na floresta e a secagem

adequada do produto, também s&o medidas citadas como de fundamental importéncia para
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reduzir a incidéncia dos fungos produtores de aflatoxinas (PEREIRA et al., 2002). No entanto,
de acordo com Pacheco (2003), nem mesmo a secagem pode garantir a ndo contaminagéo por
aflatoxina, devendo ser feito controle rigoroso para evitar o crescimento dos fungos,
principalmente na sua coleta na floresta evitando que ocorra a contaminacao do produto ja no

inicio da cadeia produtiva.

2.4. Micotoxinas

Micotoxinas sdo substancias toxicas, oriundas do metabolismo secundério de alguns
fungos filamentosos, que possuem baixo peso molecular e também sdo altamente
contaminantes de alimentos. Além disso, possuem alta tolerancia aos tratamentos fisicos e
quimicos; fisicos e a acdo de enzimas do sistema digestivo do homem e dos animais
(ASTOVIZA; SUAREZ, 2005).

Pitt e Hocking (2009) relatam que, é conhecido um elevado nimero de micotoxinas,
resultados da sintese metabolica dos Aspergillus spp., que produzem a aflatoxina, considerada
a mais perigosa e toxica para o ser humano e animais domésticos, presente em diversos
alimentos, dentre eles a castanha-do-brasil. O género Fusarium também produz outros tipos
de micotoxinas, tais como a fumonisinas, zearalenona e o deoxinivalenol (CAVALIERE et
al., 2007). Os principais microrganismos que tem potencial para produzir as micotoxinas
pertencem basicamente a cinco géneros de fungos, sendo eles: Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Alternaria e Claviceps (XAVIER, 2007).

Lopes et al. (2005) citam que, no processo de beneficiamento de um produto
industrializado, mesmo com a total remocdo dos fungos micotoxigénicos, as substancias
consideradas tdéxicas podem permanecer nos alimentos. Por isso, € praticamente quase
impossivel eliminar totalmente esses compostos tdxicos dos alimentos, sendo necessaria sua
reducdo a um nivel tolerdvel, com posterior inspecdo dos maleficios que esses compostos
podem trazer a humanidade (CODEX, 1995; ANDRADE, 2012).

O substrato em que o fungo estd presente se caracteriza como um dos principais
fatores de influéncia na producdo dos tipos e nas quantidades das micotoxinas, visto que, é
onde sdo encontradas as maiores taxas de compostos organicos para a alimentacdo e
sobrevivéncia desses microrganismos (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010),
como, por exemplo, a améndoa da castanha-do-brasil.

Outros dois fatores como a umidade relativa do ar e a atividade de agua (Aw), também

sdo importantes e podem influenciar diretamente na producédo desses metabolitos secundarios,
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pois, os fungos produtores desses compostos toxicos conseguem se desenvolver em ambientes
com umidade relativa do ar superior a 80% e atividade de agua entre 0,60 e 0,90
(CALDERARI, 2011; TANIWAKI; IAMANAKA; SILVA, 2011). Além disso, a atividade de
agua, que ¢ medida numa escala de 0 a 1, também se caracteriza por interferir no equilibrio
dos alimentos, sendo possivel influenciar tanto sua vida Gtil como a sua deterioragcdo (PITT,;
HOCKING, 2009).

A aflatoxina destaca-se das demais, por ser a principal micotoxina encontrada em
améndoas de castanha-do-brasil e isso se deve principalmente, por ser um elemento
considerado contaminante dos alimentos e com um elevado potencial cancerigeno, sendo que,
0 patdgeno produtor da aflatoxina pode ocorrer desde a fase do campo até o armazenamento
desses alimentos (CALDAS; SILVA; OLIVEIRA, 2002).

Segundo Teixeira et al. (2008), o controle das micotoxinas estd inteiramente
relacionado com a inspecdo da qualidade dos alimentos e também a procedimentos
reguladores, sendo que, varios paises no mundo adotam um pardmetro, limitando a entrada de

produtos contaminados em suas fronteiras, principalmente a aflatoxina.

2.5. Género Aspergillus

Representa um dos géneros de fungos mais antigos do mundo e seu primeiro registro
data do ano de 1729, por Micheli (BENNETT, 2010). Aspergillus spp. € um grupo de fungos
de natureza filamentosa, mais conhecidos na atualidade, com mais de 300 espécies
identificadas, ordenadas em quatro grandes subgéneros, sendo eles discriminados como
Aspergillus, Nidulantes, Fumigati, e Circumdati, e comumente distribuidos em se¢des
(HOUBRAKEN et al., 2014; HUBKA et al., 2015). Sendo fungos, originalmente, saprofitas,
tém a matéria organica em decomposi¢cdo como principal substrato e meio de sobrevivéncia,
encontrados, principalmente, em regides mais quentes (KLICH, 2002a).

Muitos desses organismos possuem elevada relevancia para as areas econdmica e
social, sendo muito usados no processamento de alimentos industrializados, bioprocessos
industriais, producdo de enzimas, antibioticos e acidos organicos, além disso, varias dessas
espécies também sdo muito conhecidas por apresentarem potencialidade na deterioracdo de
alimentos, producdo de micotoxinas, além de serem patogénicas a fauna e a flora (VARGA et
al., 2004; SAMSON et al., 2014; SILVA et al., 2015).

As espécies do género Aspergillus caracterizam-se de forma peculiar por apresentarem

conidioforo asseptados, apresentando uma célula em formato de talo filamentoso, conhecida
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como célula pé. No é&pice desse conidioforo esta localizada uma estrutura denominada
vesicula, que é de onde surgem as fidlides, e posteriormente 0s conidios nas espécies
monosseriadas. Além disso, nas espécies que sdo bisseriadas, existe uma célula conhecida
como metula, que fica localizada, entre a vesicula e as fialides (RAPER; FENNELL, 1965;
KOZAKIEWICZ, 1989; GAMS et al., 1998). Nos ultimos anos a classificacdo e identificacdo
dos fungos do género citado acima foram fortemente influenciadas pela caracterizagédo
biolégica e molecular, sendo meramente baseada em caracteres fenotipicos resultando em
avancos significativos para a taxonomia (SAMSON et al., 2014).

Para a identificacdo na forma mais tradicional, os fungos do género Aspergillus
exigem algumas observagfes que, sdo bem caracteristicos em suas estruturas de reproducéo,
incluindo principalmente, a coloracdo das col6nias, didmetro das col6nias, cor do reverso,
producdo de compostos exsudatos e pigmentos solUveis, tipos de hifas, além, da presenca e
auséncia de esclerécios e cleistotécio. Além disso, na micromorfologia também séo
observados o formato de seriagdo, o comprimento da vesicula, a morfologia dos conidios,
conidioforos e esclerécios (KLICH, 2002b).

As secBes Flavi, Circumdati e Nigri sdo as espécies mais comumente estudadas, pois,
algumas delas tém grande potencial para produzir as micotoxinas (KLICH, 2002b; VARGA et
al., 2004). O controle da elevada taxa de contaminagdo por espécies de Aspergillus da secdo
Flavi reflete num dos maiores entraves na producdo de améndoas de castanha-do-brasil e,
consequentemente, no controle da alta incidéncia de aflatoxinas na producdo de améndoas
(TANIWAKI et al., 2012). Entretanto, esta contaminacdo, apesar de ocorrer com muita
frequéncia, ainda ndo foi amplamente discutida e elucidada, mas sabe-se que ocorre,
principalmente, em regibes de clima quente e Umido, lugares que sdo historicamente
conhecidos e implicados na deterioracdo de alimentos (TANIWAKI; SILVA, 2001).

2.6. Aspergillus se¢éo Flavi

As espécies de fungos que sdo potencialmente produtores de micotoxinas distribuem-
se em trés grandes secdes do género Aspergillus, porém, a se¢do Flavi é a que tem o maior
numero de fungos produtores de micotoxinas (PILDAIN et al., 2004). A distribuicdo
taxonémica da secdo Flavi € muito extensa e esta ao longo dos anos em constante evolugéo.
As espécies sdo identificadas por caracterizacdo bioquimica e morfologica, porém, os genes
calmodulina e B-tubulina tém sido considerados cada vez mais primordiais para a adequada
identificacdo da espécie (RODRIGUES et al., 2009; GONCALVES et al., 2012; MASSI et
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al., 2014). As espécies de fungos mais comumente identificadas afetando as améndoas da
castanheira-do-brasil sdo A. flavus, A. parasiticus e A. nomius (REIS et al., 2014).

Aspergillus spp., sdo fungos pertencentes a secdo Flavi e incluem espécies que
apresentam conidios com coloracdo que pode variar de verde-amarela para verde-oliva
(KLICH, 2002). Esta secdo contém 22 espécies de fungos estreitamente relacionadas umas
com as outras e separadas em clados que produzem diferentes perfis de metabdlitos
secundarios. Esta secdo que é dividida em dois grupos apresenta seis espécies de fungos que,
sdo economicamente importantes de acordo com o impacto sobre os alimentos e a salde do
homem (GODET; MUNAUT, 2010).

Essas espécies sdo constituidas por organismos que podem prejudicar e ocasionar
danos em cereais e oleaginosas armazenados, sendo que, 0 primeiro grupo representa 0s
compostos que sao considerados perigosos para 0 homem e 0s animais, como as micotoxinas.
As espécies de fungos que ndo produzem aflatoxinas estdo no segundo grupo, como
Aspergillus oryzae, Aspergillus tamarii e Aspergillus sojae. Muitas vezes observa-se que A.
flavus é erroneamente utilizado para descrever as espécies de Aspergillus da secdo Flavi. Ha
pouco tempo houve a descricdo e a inclusdo de novas espécies na secdo Flavi como,
Aspergillus novoparasiticus, (GONCALVES, et al., 2012), Aspergillus sergii, Aspergillus
transmontanensis Aspergillus mottae (SOARES et al.,, 2012) e Aspergillus bertholletius
(TANIWAKI et al., 2012), porém, ndo se consegue o isolamento de muitas dessas especies.

Os fungos da secdo Flavi produzem, além da aflatoxina, o acido ciclopiazénico uma
micotoxina que, no inicio da década de 1960 pode ter sido responsavel por uma grande
sindrome na Inglaterra, e representa atualmente uma ameaca a industria alimenticia, pois,
afeta diretamente produtos em fase de armazenamento. Um grande nimero de isolados de
Aspergillus flavus é potencialmente capaz de fazer a sintetizacdo tanto das aflatoxinas quanto
do &cido ciclopiazonico (ZORZETE et al., 2013), porém, pouco se sabe do efeito e da reacao
destas substancias no nosso organismo, 0 que notadamente ainda devera ser pesquisado e
estudado (BAQUIAO et al., 2013).

2.7. Biocontrole

O controle biologico das doencas de plantas surgiu a partir da necessidade de
minimizar os danos causados ao meio ambiente, devido ao uso indiscriminado de agrotdxicos.
Problemas como a contaminagdo dos solos, da agua, dos alimentos e dos animais, bem como

0 surgimento de doencas decorrentes do contato excessivo do agricultor com substancias
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quimicas, outro problema extremamente relevante ¢ o surgimento de populagcfes de pragas
resistentes aos principios ativos dos agroquimicos, decorrentes do mal-uso destes produtos,
causando um desequilibrio ambiental e bioldgico, muitas vezes dificil de contornar.
(BETTIOL; GHINI, 2003).

A praticidade no uso de agroquimicos, porém, muitas vezes nao levando em
consideragdo 0s principios necessarios para aumentar a eficiéncia dos produtos é o que
favorece o desequilibrio do sistema, pois, de acordo com Bettiol (2008), a comercializacdo
destes produtos ditam as regras. A partir da observacédo destes fatores e com a necessidade de
reduzir o efeito nocivo dos agrotoxicos sobre o meio ambiente, surgiu a busca por métodos
alternativos de controle de pragas, dentre eles o controle biolégico. O cléssico conceito de
controle bioldgico foi proposto por Baker e Cook (1974), dizendo que o controle bioldgico se
caracteriza pela reducédo na densidade de inoculo ou atividades da relacdo entre o hospedeiro e
a praga, em um determinado ambiente e em consequéncia do seu estado de equilibrio e
dorméncia.

Ainda segundo Baker e Cook (1983), doencas de plantas representam mais do que a
interacdo planta-patdgeno-ambiente, pois, nesta interacdo também existe a participacdo de
agentes benéficos as plantas, que visam reduzir os danos causados pelos patégenos. Sendo
assim, praticas de manejo devem ser adotadas de modo a favorecer a presenca de
antagonistas, que podem atuar diretamente sobre patégenos ou mesmo na inducdo de
resisténcia em plantas (GRIGOLLETI JUNIOR et al., 2000).

Os mecanismos do controle biolégico tém como base 0 antagonismo entre as espécies,
como a predacdo, antibiose, amensalismo, competicdo e parasitismo, na maioria das vezes a
competicdlo é uma forma comum de antagonismo, pois, microrganismos antagonistas
possuem, em sua maioria, uma boa capacidade de se desenvolver melhor em ambientes onde
hd a necessidade de competir por nutrientes, espaco e oxigénio (CHET e ELAD, 1983).
Outros possuem a capacidade de atuar inibindo o crescimento devido a sintese de metabolitos
volateis ou ndo volateis (DENNIS e WEBSTER, 19714, b; RAI et al., 1980; CAMPOROTA,
1985; CLAYDON et al., 1987) e h, ainda, os que exercem acdo direta sobre os patdgenos,
exercendo hiperparasitismo (BARNETT, 1963; DENNIS e WEBSTER 1971 a,bec; CHET e
ELAD, 1983; BARAK et al., 1985; PAPAVIZAS, 1985; VAINA, 1985 a, b).

Existe uma ampla gama de microrganismos que exercem a funcdo de antagonistas,
podendo ser citadas espécies de bactérias como Bacillus spp., Pseudomonas spp., leveduras

como Streptomyces spp., e fungos, principalmente, o género Trichoderma, que vem
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apresentando eficiéncia no biocontrole de diversas espécies de patdgenos (ROBBS, 1991;
MELO, 1998; FORTES et al. 2007; MOHAMED e HAGGAG 2007).

2.8. Trichoderma spp.

O género Trichoderma Pers., ordem Hypocreales, pertencente a classe dos
hifomicetos, possui um amplo nimero de espécies e sdo encontrados entre 0S numMerosos
fungos de solo (ROIGERS et al.,, 1991). Sdo fungos de vida livre que se reproduzem
assexuadamente e a fase sexuada, quando encontrada, em geral, colonizando madeira, é
denominada Hypocrea (HERMAN, 2004). Este fungo possui uma alta capacidade de
dispersdo, pois, produz esporos secos e leves que se adaptam as mais diversas situacoes.

Caracteristicas como forma, coloracdo tamanha e ornamentacdo dos conidios;
presenca e a forma das ramificacbes, formacdo de elongacdes (estéreis ou férteis) dos
conidiéforos sdo utilizadas para a identificagdo morfoldgica das espécies do género
Trichoderma (BISSET, 1984; RIFAI 1969). Alem da caracterizacdo morfologica e cultura,
onde se avaliam as caracteristicas da cultura pura de cada isolado do género, métodos
moleculares vém sendo utilizados para diferenciar e agrupar isolados de acordo com sua
semelhanca genética (FUJIMORI e OKUDA, 1994).

Menezes et al. (2010), estudando a variabilidade genética de fungos do género
Trichoderma e Fusarium, verificaram que o sequenciamento de bases da regido ITS foi um
método eficiente para identificacdo e separacdo de isolados de Trichoderma e Fusarium. Na
agricultura, fungos do género Trichoderma spp., representam uma atividade considerada de
suma importancia e com elevado potencial econdmica, onde, seu uso auxilia no controle
bioldgico de varios parasitas e organismos causadores de doencas em plantas (MOHAMED e
HAGGAG, 2007).

Devido a sua importancia no controle de fitopatdgenos, muitas espécies de
Trichoderma spp., passaram a ser objeto de interesse publico, no que diz respeito ao ensino,
pesquisa e extensdo (MELLO et al., 2007). Fungos do género Trichoderma atuam como
antagonistas de parasitas de plantas de interesse comercial, produzindo compostos metabolitos
que agem por hiperparasitismo, espaco, oxigénio e competicdo por alimento (BARNETT,
1963; DENNIS e WEBSTER, 19714, b; RAI et al., 1980; CHET e ELAD, 1983; BARAK et
al., 1985; CAMPOROTA, 1985;; PAPAVIZAS, 1985; VAINA, 1985 a, b; CLAYDON et al.,
1987).
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A producgdo de compostos toxicos produzidos por fungos do género Trichoderma, foi
observada inicialmente por Weindling (1934), que observou a propagagdo e morte de hifas
jovens de fungos fitopatogénicos. Fungos do género Trichoderma, produzem varios
compostos enzimaticos, entre eles a celobiase e a quitinase, responsaveis pelo processo de
decomposicdo da célula de resisténcia dos fungos causadores de doencas em plantas (ELAD
etal., 1982; PAPAVIZAS, 1985; RIDOUT et al., 1988).

O potencial de Trichoderma spp., como agentes de biocontrole, ¢ conhecido ha
décadas e, muitos isolados sdo simbiontes de plantas, podendo atuar no controle de
fitopatdgenos e promocdo do crescimento de plantas (BROTMAN et al., 2010; GAVA e
PINTO, 2016). As espécies do género Trichoderma estdo entre o0s antagonistas mais
estudados. De ocorréncia natural, interagem direta e indiretamente com outros organismos do
solo, principalmente os fitopatdgenos (HARMAN et al., 2004; SHORESH et al., 2005;
VITERBO et al., 2005; PERAZZOLLI et al., 2008; VINALE et al., 2008).

Além da atuacdo direta sobre os fitopatdégenos, Trichoderma spp. também atuam
indiretamente através da inducdo de resisténcia em plantas a patdgenos, ou mesmo na
promocdo do crescimento de plantas. O uso de Trichoderma para promover o crescimento de
plantas tem sido estudado durante muitos anos e pode ocorrer em sistemas axénicos ou em
solos (CHANG et al., 1986; YEDIDIA et al., 2001; ADAMS et al., 2007).

Comparando os mecanismos utilizados para o controle biolégio e 0s mecanismos
utilizados na promocdo do crescimento de plantas por Trichoderma spp., estes ainda sdo
pouco esclarescidos (ALTOMARE, 1999; POMELLA e RIBEIRO, 2009; BAUGH e
ESCOBAR, 2017).

Manter a producdo de culturas de modo a minimizar os impactos causados pela
agricultura constitui um dos principais desafios para as proximas décadas. E necessaria uma
producdo melhorada para fornecer alimentos suficientes para a crescente populacdo humana,
dentre outros fatores. Os métodos atuais de producdo na agricultura, por exemplo, 0 uso
indiscriminado de agroquimicos, geram problemas ambientais e de satde (GUNNELL et al.,
2007; LEACH e MUMFORD, 2008). Somado a estes entraves, 0os patdgenos das plantas
continuam sendo um desafio para nossa capacidade de proteger o crescimento e a saude das
plantas (MILLER et al., 2009).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar a incidéncia de fungos e a presenca de aflatoxinas em améndoas de
castanha-do-brasil, provenientes de ouricos coletados nas arvores e sobre o solo apds
abscisao, bem como a eficiéncia de isolados de Trichoderma spp., como agente de biocontrole

de fungos em castanhas-do-brasil.

Objetivos Especificos

e Determinar a microbiota fungica em améndoas de castanha-do-brasil;

e Determinar a presenca de aflatoxinas em amostras de améndoas de castanha-do-brasil;

e Avaliar em condicdes in vitro a eficiéncia de bioformulado a base de Trichoderma
spp. contra isolados de Aspergillus spp. provenientes de améndoas de castanha-de-
brasil;

e Avaliar a eficiéncia do bioformulado a base de Trichoderma sp. em amostras de
castanhas-do-brasil armazenadas por diferentes periodos de tempo (1, 30, 60 e 90

dias), em condicdes controladas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo e coleta de améndoas de castanha-do-brasil para analises

laboratoriais

Os experimentos de campo foram conduzidos no Campo Experimental Confianca da
Embrapa Roraima, localizado no municipio do Canta, Roraima, Brasil, em um Sistema
Agroflorestal (SAF) instalado h& 20 anos, divididos em cinco blocos, contendo em cada bloco
aproximadamente de 10 a 12 arvores de castanha-do-brasil em conso6rcio com cupiuba
(Goupia glabra Aubl.), cupuacuzeiro [Theobroma grandiflorum (Willd. ex Sprengel)
K.Schumann], cafeeiro (Coffea canefora Pierre ex A. Froehner), saman [Samanea saman
(Jacg.) Merr.], abiu [Micropholis venulosa (Mart. e Eichler) Pierre] e andiroba (Carapa
guianensis Aubl.).

De acordo com Ferreira; Tonini (2009), a regido apresenta vegetacao de floresta, clima
do tipo Am (Koppen) e precipitacdo variando entre 1.363 a 1.393 mm ano™, com periodo
chuvoso concentrado entre os meses de maio a julho. Solo do tipo argissolo constituido por
material mineral, que tém como caracteristicas diferenciais a presenca de horizonte B textural
de argila de baixa atividade (EMBRAPA, 2014).

A marcacdo dos ouricos foi realizada nos meses de marco, abril e maio de 2017 no
SAF, durante o periodo de maior precipitacdo pluviométrica, quando ocorreu uma maior
abscisdo dos ouricos, estendendo-se a coleta até 0 més de junho de 2017. Para ter um controle
do numero de ourigos que foram coletados durante o experimento, foi feita a retirada de todos
0s demais ouricos presentes no solo antes do inicio da pesquisa, possibilitando a marcacédo dos
ouricos expostos as condices de campo durante a execucdo do trabalho.

Ouricos foram coletados ainda na arvore, quando estavam em processo de maturacao,
antes do fruto se desprender do pedunculo. Os demais ouricos foram coletados apos a
abscisdo, sendo marcada com tinta (esmalte sintético) de quatro cores diferentes (branco,
amarelo, azul e vermelho), cada uma representando o periodo de tempo (1, 30, 60 e 90 dias)
estabelecido para o ourico ficar exposto as condi¢des naturais do campo em contato com o
solo. Cada periodo de exposicdo dos ouri¢os sobre o solo mais 0s ouri¢os coletados na arvore
constituiram os tratamentos, definidos da seguinte forma: TO = ouricos coletados na arvore;
T1 = ourigos com um dia apds abscisdo; T30 = ourigos com 30 dias ap6s abscisdo; T60 =

ouri¢os com 60 dias apds abscisao; T90 = ouri¢cos com 90 dias apds abscisao.



27

Ap0s o periodo de exposicdo dos ouri¢cos no campo referente a cada tratamento, estes
foram enviados para a sede da Embrapa Roraima onde foram abertos com auxilio de uma
serra elétrica circular para a retirada das améndoas de castanha-do-brasil, que eram enviadas

para o laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa Roraima.

3.2. Teor de umidade, atividade de agua (Aw) e presenca de aflatoxinas em améndoas de

castanha-do-brasil

As améndoas foram retiradas com o auxilio de um canivete e posteriormente 5 g das
amostras de cada tratamento, foram pesados em uma balanca de precisdo. Em seguida, as
améndoas foram desidratadas em uma estufa com circulacdo forcada de ar a 105 °C durante 4
horas e resfriadas em dessecador até a temperatura ambiente. Esse procedimento foi repetido
seguidamente até o aquecimento e resfriamento da amostra. O resultado do teor de umidade

foi calculado e expresso em porcentagem, seguindo a formula abaixo:
% de Umidade (U) = 100. (P — p)/P-t

Portanto:
Peso inicial do vasilhame mais o peso da amostra tmida — P
Peso inicial do vasilhame mais 0 peso da amostra seca — p

Peso do vasilhame — t

Para analise de presenca de aflatoxinas em améndoas de castanha-do-brasil,
aproximadamente 0,5 kg de améndoas de castanha-do-brasil de cada tratamento, foram
enviadas ao Laboratdrio de Micotoxinas e Micologia da Embrapa Agroindustria de Alimentos
— Rio de Janeiro, para andlise da presenca das aflatoxinas Bi, B,, G1 e Gy, por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A metodologia para a determinacdo da atividade de 4gua nas amostras de castanha-do-
brasil foi a de Damodaram; Parkin e Fenema (2010), sendo esta obtida por meio da relacéo da
atividade de agua com a umidade relativa de equilibrio do ar (%URE), onde Aw =
%URE=+100. Para se chegar ao valor da umidade relativa, primeiro pesou-se, 5 g das amostras
de cada tratamento, colocando-as em uma camara fechada durante o tempo suficiente para

atingir o peso constante, medindo-se posteriormente com um higrometro.
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3.3. Analise da qualidade sanitaria de améndoas de castanha-do-brasil

As analises foram realizadas no laboratorio de fitopatologia da Embrapa Roraima, com
a finalidade de determinar a microbiota associada as améndoas de castanha-do-brasil,
adotando-se o método de incubagdo em papel filtro “Blotter test”, conforme descrito por
Brasil (2009), sem a prévia desinfestacdo das améndoas, utilizando-se uma folha de papel
filtro como substrato, previamente, esterilizada e umedecida com &gua destilada, também
esterilizada.

Cada améndoa foi seccionada ao meio, sendo que uma parte foi distribuida
uniformemente e distanciadas a aproximadamente sete centimetros uma das outras, sobre o
substrato de papel em caixas do tipo “gerbox”, tamanho 11 cm x 11 cm x 3,5 cm, e mantidas
sob luz branca em camara tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.), com fotoperiodo de 12
horas, durante sete dias a temperatura de 27 °C, sendo um total de 10 gerbox por tratamento
analisado.

Apbs este periodo, com auxilio de estereomicroscépio (Motic SMZ-168), analisou-se a
presenca de sinais fungicos sobre cada améndoa, observando-se a formacdo e o tipo de
colénia formada nas mesmas. Os fragmentos flngicos encontrados foram transferidos para
laminas de microscopia e observados nos microscopios Opticos (Opton TNB41 e Leica DM
2500), utilizando-se as chaves taxonémicas de Klich (2002), Sanson et al. (2004) e Pitt e
Hocking (2009), para auxiliar na identificacdo dos fungos.

Os resultados foram expressos em porcentagem de améndoas contaminadas,
determinando os percentuais médios para cada género de fungo detectado nas améndoas em
cada tratamento por meio de analise estatistica descritiva.

3.4. Isolamento e identificacdo de fungos em améndoas de castanha-do-brasil

As amostras da outra metade das 50 améndoas referente a cada tratamento que foi
cortado para analise do “Blotter test” foram submetidas a um processo de desinfestagdo
superficial utilizando uma solucdo de 0,4% de hipoclorito de so6dio por dois minutos, e
enxaguadas com agua deionizada esterelisada. Posteriormente, as améndoas de cada um dos
cinco tratamentos foram distribuidas em 10 placas de Petri de 9 cm de diametro, contendo
meio de cultura Agar Dicloran Glicerol 18% (DG-18 ACUMEDIA 7592A) com cloranfenicol
(TANIWAKI; IAMANAKA; SILVA, 2011) mantendo-as distanciadas, aproximadamente,



29

cinco centimetros uma das outras, sendo em seguida incubadas em camara tipo B.O.D., com
fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias a temperatura de 27 °C.

Ap0s o periodo de incubacdo foi determinado a porcentagem de améndoas infectadas
por fungos conforme Taniwaki; lamanaka; Silva (2011), e os fungos que se desenvolveram no
meio DG18, foram isolados em placas de Petri de 9 cm contendo BDA e incubados na camara
B.O.D. a 27 °C por sete dias. Posteriormente, foram analisadas as suas caracteristicas macro,
microscopicas e identificados de acordo com os método de Klich (2002), Sanson et al. (2004)
e Pitt e Hocking (2009). Os fungos do género Aspergillus foram colocados no meio Agar
Czapek Extrato de Levedura (CYA) e incubados a 27 °C por sete dias para identificacdo de
acordo com a chave taxondmica proposta por Klich (2002), Sanson et al. (2004) e Pitt e
Hocking (2009).

3.5. Eficiéncia de bioformulado a base de Trichoderma spp. no controle biol6gico in vitro
de isolados de Aspergillus spp. em castanha-do-brasil

Foram utilizados dois isolados de Trichoderma sp., pertencentes a cole¢éo de trabalho
do laboratério de fitopatologia da Embrapa Roraima, que foram previamente selecionados
apresentando potencial antagbnico contra Aspergillus spp., em um bioensaio realizado
previamente conforme relatado por Souza (2015). Para a multiplicacdo do nimero de isolados
de Trichoderma, adotou-se 0 método da colonizacdo em grdos de arroz sem casca, com 0
objetivo de avaliar a capacidade de produzirem esporos em massa. Para tal, foram preparadas
amostras de 100 g de grdos de arroz que foram embebidas em 100 mL de agua destilada.

Apb6s 3 horas de embebicdo, o material foi transferido para peneira plastica para
eliminacdo do excesso de liquido, acondicionado em Erlenmeyer vedados com bucha de
algoddo coberto com papel manteiga e preso com liga elastica, sendo as amostras
posteriormente, submetidas a esterilizacdo em autoclave a 121° C durante 20 minutos.
Posteriormente, as amostras de arroz foram transferidas para a cdmara de fluxo laminar onde
foi feita a infestagdo dos gréos adicionando-se cinco discos de micélio de cada isolado de
Trichoderma sp. em cada Erlenmayer, sendo em seguida, mantido em camara B.O.D com
fotoperiodo de 12 horas, durante 10 dias a temperatura de 27 °C até o substrato ser totalmente
colonizado pelos esporos do fungo. A cada 24 horas, as amostras foram agitadas manualmente
para favorecer a troca gasosa e producdo de mais esporos, conforme metodologia proposta por
Jackson (1997).
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Quando os grdos de arroz foram totalmente colonizados pelos isolados de
Trichoderma sp. e apresentaram aspecto de grdos secos, em camara de fluxo laminar foi
realizada a transferéncia de amostras contendo 1 g de arroz colonizado, de cada isolado, para
dois Erlenmeyer contendo 100 mL de agua destilada esteril, que foram submetidos em
seguida a agitacdo manual. Concomitantemente, foram produzidos 500 mL do formulado
composto por glicerol 10,0 g L™?, extrato de levedura 0,5 g L™, MgSO4.7H,0 (sulfato de
magnésio) 0,2 g L™, K,HPO, (fosfato de potassio) 0,5 g L™, NaCl (cloreto de sédio) 0,1 g L,
Goma xantana, 0,5 g L™ PVP (Polivinilpirrolidona) 0,5 g L™ e CMC (Carboximetilcelulose)
1,0 g L, sendo distribuidos 200 mL do formulado por Erlenmeyer, totalizando duas amostras
a serem utilizadas para cada isolado de Trichoderma spp. selecionado.

Os Erlenmeyers foram vedados com bucha de algoddo, coberto com papel manteiga e
preso com liga elastica, sendo posteriormente submetidos a esterilizagdo em autoclave a 121°
C durante 21 minutos. Foram retirados 20 mL da suspensdo de cada isolado de Trichoderma
spp. e inseridos nos Erlenmeyers contendo 200 mL da formulagdo, com posterior
homogeneizacdo manual e armazenamento durante 24 horas, a temperatura ambiente, em
prateleiras nas dependéncias do laboratério de Fitopatologia. Posteriormente, avaliou-se a
aplicabilidade in vitro das formulacGes contendo os isolados de Trichoderma spp., adotando-
se o teste de confrontacéo direta.

Para tal, um disco de &4gar de 8 mm de didmetro contendo micelios de Aspergillus
spp. foi retirado de colénias com 24 horas de cultivo e depositado em placa de Petri (9,0
cm), posicionado a 0,5 cm da borda, contendo meio BDA solidificado. Em seguida,
aliquotas de 40 pL do formulado a base de Trichoderma spp. foram transferidas para as
placas em posicdo oposta ao disco de micélio do patégeno e, em seguida, mantidas em
camara B.O.D. a 27° C e fotoperiodo de 12 horas. Foram utilizadas trés repeticGes para cada
isolado, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri e como controle foram
consideradas placas contendo disco de micélio de Aspergillus spp. numa extremidade da
placa e na outra extremidade os 40 pL do formulado sem Trichoderma spp., as quais foram
mantidas nas mesmas condicdes.

O crescimento radial do micélio foi quantificado através da medida (cm) do
didmetro, previamente marcado na parte externa do fundo da placa de Petri com auxilio de
régua milimetrada, em um intervalo de tempo de 24 horas. Os resultados obtidos foram
utilizados para o célculo do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) conforme
a formula de Oliveira (1991), e o crescimento expresso em cm 24 h™. Apés sete dias de

cultivo, também foi avaliado o crescimento micelial dos fungos adotando a escala proposta
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por Bell et al. (1982), modificada conforme descrito por Louzada et al. (2009),
considerando-se o isolado como antagdnico ou eficiente quando sua nota for menor, ou igual
a 3,0. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com 35 tratamentos e trés
repeticdes, sendo os dados do crescimento micelial dos fungos submetidos aos testes de
normalidade e homogeneidade de variéncia, anélise de varidncia e agrupamento de médias
pelo teste de Scott-Knott (o = 5%), utilizando-se o software Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011).

3.6. Eficiéncia do bioformulado a base de Trichoderma sp. em améndoas de castanhas-

do-brasil armazenadas por diferentes periodos de tempo

Ouricos expostos por no maximo sete dias sobre o solo, apds abscisdo, foram
coletados no SAF do Campo Experimental Confianca da Embrapa Roraima e transportados
para a sede da Embrapa Roraima, onde foram abertos para retirada das castanhas conforme
descrito no item 3.1, sendo posteriormente enviadas para o laboratério de fitopatologia onde
foram inoculadas com o bioformulado a base de Trichoderma spp. que apresentou maior
eficiéncia nos testes de aplicabilidade in vitro das formulagdes, conforme determinado
previamente no item 3.5.

A inoculacdo foi realizada utilizando-se um pulverizador manual, aplicando-se o
bioformulado na concentracéo de 10° esporos mL™. Apés a aplicacéo deste bioformulado, as
castanhas foram armazenadas por diferentes periodos de tempo (1, 30, 60 e 90 dias), em
saquinhos de papel, que foram mantidos em sala com temperatura ambiente. Como controle,
as mesmas quantidades de castanhas foram mantidas sob as mesmas condigdes, porém,
aplicando-se apenas &gua deionizada esterelisada, sem a inoculagdo do bioformulado a base
de Trichoderma spp. Apos cada periodo de armazenamento, as castanhas foram descascadas
para retirada das améndoas, e posteriormente submetidas ao teste de sanidade (Blotter test),
conforme descrito no item 3.3.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2x4, com cinco repeti¢cGes, sendo o fator A referente ao tratamento com e sem
aplicacdo do bioformulado a base de Trichoderma spp. e o fator B referente aos quatro
periodos de armazenamento das castanhas. Os dados foram submetidos aos testes de
normalidade e homogeneidade de variancia, analise de variancia e comparagdo de médias pelo
teste de Tukey (o = 5%), utilizando-se o software Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teor de umidade, atividade de agua (Aw) e presenca de aflatoxinas em améndoas de

castanha-do-brasil

Os valores do teor de umidade das améndoas de castanha-do-brasil analisadas neste
estudo, variaram entre 3,93 e 9,18% (Figura 1), sendo proximos ao valor indicado na Tabela
Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2011) que é de 3,5% e, aos estabelecidos por
Ribeiro et al (1993), para castanhas armazenadas em ambiente, com média geral de 4,5% de

umidade.
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Figura 1. Curva de regressdo linear que define a correlacdo entre o teor de
umidade e atividade de &4gua das améndoas de castanha-do-brasil em ourigos
coletados nas arvores e em diferentes periodos de exposigdo apds abscisdo,
sobre o solo no Sistema agroflorestal (SAF).

Apenas as améndoas de 60 e 90 dias apresentaram teor de umidade dentro das faixas
estabelecidas, 3,93 e 4,28% respectivamente, entretanto, as améndoas dos periodos
equivalentes as coletadas nas arvores, 1 e 30 dias apresentaram uma ampla faixa de umidade,
sendo valores correspondendo a 9,18, 8,45 e 5,21% respectivamente. Estes valores
apresentaram diferenca significativa e ndo devem ser desconsiderados de acordo com o teste
apresentado.

As castanhas coletadas das arvores e as castanhas expostas por um dia apresentaram
maior teor de umidade, ndo diferindo entre si estatisticamente. Porém, mesmo diferindo

estatisticamente, as améndoas de 30 dias apresentaram valores de umidade acima do indicado.
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As améndoas que permaneceram no solo por 60 e 90 dias apresentaram 0s menores teores de
umidade, apresentando uma diferenca significativa das demais amostras.

Sabe-se que a umidade € um fator essencial para o crescimento e desenvolvimento dos
fungos, devendo-se observar o limite de seguranca indicado pelo Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, através da portaria n° 846 de 08 de novembro de 1976, onde para a
castanha-do-brasil este limite estd determinado entre 11 e 15% de umidade. Améndoas
descascadas devem ser mantidas sob umidade em torno de 4,5% ou dentro da faixa de 3,0-
6,5% visando ndo favorecer o desenvolvimento de fungos e principalmente de Aspergillus
flavus e a producéo de aflatoxinas (ARRUS et al., 2005; PACHECO e SCUSSEL, 2006).

A atividade de d4gua das améndoas nos tratamentos avaliados, variou entre 0,77 e 0,91,
sendo a maior atividade nas améndoas das castanhas coletadas nas arvores, com 0,91
diferindo estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste Tukey, das améndoas de 90 dias
com atividade igual a 0,77, os demais periodos ndo apresentaram diferenca significativa nem
para as castanhas de um dia, nem para as de 90 dias. Para Baquido (2012), a faixa ideal de
atividade de agua e consequentemente a infestacdo por Aspergillus flavus e Aspergillus
nomius em améndoas de castanha-do-brasil varia entre 0,50 e 0,83 corroborando com 0s
resultados obtidos nesta pesquisa.

Das amostras de castanha-do-brasil enviadas ao Laboratério de Micotoxinas e
Micologia da Embrapa Agroindustria de Alimentos — Rio de Janeiro, observou-se que, todos
os tratamentos das améndoas de castanha-do-brasil provenientes de ouri¢os retirados das
arvores e expostas por diferentes periodos 1, 30, 60 e 90 dias no SAF, apresentaram a

presenca de Aflatoxinas, conforme (Tabela 1).

Tabela 1. Variagdo do teor de aflatoxinas detectadas nas amostras de castanhas-do-brasil de ouri¢os coletados

nas arvores e nos diferentes periodos de exposigdo dos ouricos no SAF. Valores expressos em (ug kg™).

Periodo de exposi¢do (dias) Afls B1 Afls B2 AflsGl  Afls G2

TO 1,60/4,98 0,88 ND/LQ ND*
T1 1,23/7,95 0,72 3,49 0,46
T30 1,88/67,90 11,11/1,72 11,86 2,92
T60 2,96/11,00 0,99/1,06 1,85/5,15 0,91
T90 3,12/142,83  <LQ**  2,44/21,98 0,58

*Nao determinado; **Menor que o limite de quantificagdo do método; TO =
Tratamento controle (ourigos coletados das arvores); T1 = Ourigos expostos por
um dia no solo ap6s abscisdo; T30 = Ourigos expostos por 30 dias no solo apds
abscisdo; T60 = Ourigos expostos por 60 dias no solo apds abscisdo; T90=
Ouricos expostos por 90 dias no solo ap6s abscisao.



34

Em Roraima é o primeiro registro de incidéncia por Aflatoxinas em Sistema
Agroflorestal, contrapondo os resultados obtidos por Rodrigues (2016), que ndo detectou a
presenca de Aflatoxinas em amostras de castanha-do-brasil oriundas de ouri¢os expostos por
1, 30, 60 e 90 dias na mesma area de coleta deste estudo. Foi identificada a presenca de
aflatoxinas B; nos tratamentos TO, T1, T30, T60 e T90, aflatoxinas B, nos tratamentos TO, T1,
T30 e T60, G1 nos tratamentos T1, T30, T60 e T90 e G, nos tratamentos T1, T30, T60 e T90.

O fato de todos os tratamentos terem a presenca de aflatoxinas pode estar relacionado
a atividade de agua das amostras avaliadas neste estudo, bem como também os altos indices
de precipitacdo observados durante a coleta dos ouricgos, favorecendo uma maior incidéncia de
fungos produtores de aflatoxinas. As castanhas dos ouricos retirados ainda na arvore (TO),
apresentaram contaminacdo por aflatoxina B; e B, que sdo metabolitos toxicos produzidos
por Aspergillus flavus e Aspergillus nomius. Os tratamentos T1, T30 e T60, além de terem
apresentado contaminacéo pelas aflatoxinas B; e B, também foram afetados pelas aflatoxinas
G; e Gy estas duas Ultimas produzidas por Aspergillus parasiticus.

As amostras das castanhas do TO apresentaram um teor de Aflatoxinas B; e B;
variando entre, 1,60 e 4,98 pg kg™, valores considerados dentro dos niveis toleraveis para o
consumo humano de acordo com a comisséo nacional de normas e padrdes para alimentos,
que padronizou os limites para o somatério de aflatoxinas By e G; em 30 pg kg™
(ANDRADE, 2012). Para as aflatoxinas G; e G, do mesmo tratamento ndo foi possivel
determinar um valor ou a amostra foi menor que o limite de quantificacdo do método.

Prosseguindo com as andlises dos dados, observou-se que esses 0s niveis de
contaminacéo por aflatoxinas foram aumentando gradativamente de acordo com o periodo de
exposicdo que esses ouricos permaneciam em contato com o solo; esses valores foram
observados no T90, que teve uma variacdo entre 3,12 e 142,83 pg kg’. Esse dado é
considerado um valor discrepante aos niveis de aceitacao tanto para 0 consumo humano bem
como para sua exportacao.

Imanura et al. (2012) estudando a incidéncia de amendoim cru em casca da regido da
alta paulista em S&o Paulo, detectaram a presenca de aflatoxinas acima do limite m&ximo
permitido pela legislacdo. Calderari (2011) analisando amostras de castanha-do-brasil,
provenientes dos estados de S&o Paulo, Amazonas e Para, obteve resultados semelhantes em
cinco amostras excedendo o limite maximo de Aflatoxinas estabelecidos pela Uni&o Europeia
e pela ANVISA (10,0 pg kg™ para castanhas-do-brasil sem casca destinadas ao consumo

direto para humanos).
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4.2. Analise da qualidade sanitaria em améndoas de castanha-do-brasil

No resultado do “Blotter test” realizado em améndoas de castanha-do-brasil, onde
foram isolados um total de 498 fungos de cinco espécimes diferentes, observou-se que, 96%
estavam contaminadas, sendo o fungo do género Aspergillus spp., responsaveis por 90,30%
desta contaminagdo. Fungos do género Penicillium spp., Rhizopus spp, Curvularia sp.,
Trichoderma sp. e Verticillium sp., apresentaram participagdo nesta contaminacdo com
5,80%, 1,89%, 1,75%, 0,13% e 0,13% respectivamente, conforme( Figura 2).

Trichoderma spp.

Curvuiaria spp.
0,13%

1,75%

hizopus spp.
1.89%

Verticilifum spp
0,13%

Penicillfum spp.
5,80%

Aspergiiius spp.
90.30%

Figura 2. Percentual médio dos fungos identificados nas améndoas de
castanha-do-brasil em ourigos coletados nas &rvores e em diferentes
periodos de exposi¢do apds abscisdo, sobre o solo no sistema agroflorestal
(SAF) no teste de sanidade.

Das 250 amostras analisadas, fungos do género Aspergillus spp., contaminaram 100%
das amostras dos 30, 60 e 90 dias de exposicdo T30, T60 e T90 respectivamente,
apresentando indices mais baixos nas amostras dos ouri¢os coletados nas arvores e um dia de
exposicdo TO e T1 com 15 e 40%, respectivamente. Estes resultados indicam que quanto
maior o periodo de exposi¢do em que ourico permanece em contato com o solo, maiores seréo
os indices de contaminacdo por Aspergillus spp., no entanto, améndoas oriundas dos ouri¢os
coletados ainda na arvore apresentaram, mesmo que niveis mais baixos, contaminagdo por
espécies deste género de fungos.

Estudos anteriores sugerem alta variabilidade de espécies fungica presentes na
microbiota de castanhas-do-brasil, relatando a incidéncia de Penicillium spp. Rhizopus spp.,

Curvularia spp., Acremonium spp., Verticillium spp., Trichoderma spp. e Paecilomyces spp.,
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(FREIRE, KOZAKIEWICZ E PATERSON, 2000). Sendo os fungos dos géneros Aspergillus
e Penicullium os mais predominantes e responsaveis por uma maior propor¢do na
contaminacéo das améndoas (PACHECO et al. 2010; BAQUIAO et al. 2012; RODRIGUES,
2016).

Neste trabalho, observa-se a presenca de uma grande maioria desses fungos com
excecdo apenas dos géneros Acremonium spp. e Paecilomyces spp., entretanto, a maior
variedade fungica ocorre nos maiores periodos de exposicdo sendo, 30, 60 e 90 dias.
Rodrigues (2016) estudando a ocorréncia de fungos com potencial toxigeno em castanha-do-
brasil no estado de Roraima detectou a presenca de Aspergillus spp. em 100% das amostras
sob periodos de exposicdo em contato com o solo de 15 a 95 dias, com intervalos de 20 dias
para cada periodo, bem como a presenca significativa do género Penicillium spp., em 70% das
amostras sob periodo de exposicdo de 15 dias.

Estes géneros tambem foram encontrados de forma abundante por Baquido et al.
(2012), estudando a micobiota e micotoxinas presentes em amostras de castanha-do-brasil
coletadas em campos. Um dos fatores que podem ocasionar a incidéncia de fungos em
améndoas de castanha-do-brasil é a umidade. Na (Tabela 2) observam-se os dados

pluviométricos obtidos durante a coleta dos ourigos.

Tabela 2. Precipitagdo pluviométrica acumulada durante os periodos de exposicdo dos ourigos no solo e

coletados das arvores no SAF.

Tempo de exposicao dos ouricos no solo  Precipitagdo pluviométrica acumulada

(dias) (mm)
TO 55
T1 6,8

T30 12,3
T60 24,6
T90 49,2

TO = Tratamento controle (ourigos coletados das arvores); T1 = Ourigcos expostos
por um dia no solo apds abscisdo; T30 = Ourigos expostos por 30 dias no solo apos
abscisdo; T60 = Ourigos expostos por 60 dias no solo ap6s abscisdo; T90 = Ourigos
expostos por 90 dias no solo apds abscisao.
Analisando esses dados de precipitacdo, podemos observar que os periodos de 30, 60 e
90 dias de exposicdo dos ouricos de castanha-do-brasil, somaram os maiores indices
pluviométricos, de 12,3; 24,6 e 49,2 mm respectivamente. Estes valores elevados
correspondem ao tempo em que 0s ouri¢os ficaram expostos, acumulando umidade. Ja as
amostras coletadas em TO e T1 dia de exposicdo apresentaram 5,5 e 6,8 mm respectivamente,
ndo acumulando, portanto, tanta umidade comparando-se com 0s demais periodos, nestes

periodos também foi constatada a presenca de menor diversidade fangica.
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Os altos indices de umidade podem justificar a presenca de maior quantidade de
fungos aos 30, 60 e 90 dias de exposicdo dos ouricos no solo apos abscisdo, devido,
principalmente ao acimulo de umidade. No entanto, améndoas dos ouricos coletados ainda na
arvore, representados pelo tratamento indicado como TO, também apresentaram contaminacéo
fangica pelo género Aspergillus spp., 0 que pode indicar que ndo sé fatores pluviométricos

estdo ligados a contaminacéo.

4.3. Isolamento e identificacdo de fungos em améndoas de castanha-do-brasil

Das 250 améndoas avaliadas em plaqueamento direto, houve incidéncia flngica em
96% das amostras. Esses resultados apresentaram uma expressiva diferenca em comparagéo
com os resultados que foram obtidos no “Blotter test”, observou-se ainda que houve uma
menor incidéncia do género Aspergillus spp. 38,33% e maior infestacdo por Penicillium spp.
33,69%, Macrophomina phaseolina com 25,80%, Paecilomyces spp. 1,33%., Cladosporium
spp. 0,35%, Verticilium spp. 0,35% e Fusarium spp. 0,35% foram os outros géneros de
fungos encontrados contaminando as amostras de castanha-do-brasil conforme ilustra a
(Figura 3).

Fusarium spp. Verticillium spp. Cladesporim spp.
0,35% 0,13% 0,35%

Verticillium s Paecilomyces spp.
P 1,13%

0.35%

Aspergiiius spp.
38.28%

Figura 3. Percentagem de isolados identificados nas améndoas de
castanha-do-brasil em ouricos coletados nas arvores e em diferentes
periodos de exposicao apds abscisdo, sobre o solo no Sistema agroflorestal
(SAF) no teste plagueamento direto.

As améndoas do TO apresentaram incidéncia apenas de Aspergillus spp. Baquido

(2012) citando Beuchat (1975) relata que j& ha registros da presenca desses isolados
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acometendo ouricos de castanha-do-brasil ainda na arvore, corroborando com os resultados
deste estudo.

Foi observado ainda, que nos tratamentos T1, T30, T60 e T90 o fungo Macrophomina
phaseolina e o género Penicillium spp., apareceram de forma bastante expressiva. Rodrigues
(2016) relata que, Macrophomina phaseolina, Penicillium spp. e ainda Aspergillus spp.,
ocorrem com maior predominancia nas améndoas de castanha-do-brasil de ouricos mantidos

no SAF ou em um ambiente de condi¢des controladas.

4.4. Eficiéncia de bioformulado a base de Trichoderma spp. no controle bioldgico in vitro
de isolados de Aspergillus spp. em castanha-do-brasil

Apbs as avaliagdes das 72 horas, em que era necessario aguardar os sete dias para
analisar os dados da escala de Bell et al. (1982), observou-se que aos cinco dias de cultivo a
maioria dos isolados do fungo antagénico encontravam-se sobrepondo o patégeno, conforme

ilustra a (Figura 4).

Figura 4. Isolado de Assp 30 contra Isolado de Trichoderma spp5 no teste de pareamento
aos 5 dias de cultivo. (ARAUJO, 2018).

As analises estatisticas realizadas no bioensaio nos testes de pareamento entre o disco
de micélio de Aspergillus spp., e a formulacdo contendo esporos de Trichoderma mostrou que
0 isolado Tssp5, se comportou como o mais eficiente contra todos os isolados de Aspergillus
spp. em comparacao com Tspp 12 (Tabela 3).
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Tabela 3. Média do crescimento micelial (cm) dos isolados de Aspergillus spp., na presenca de Trichoderma

spp. apos 7 dias de cultivo pareado.

indice de velocidade do crescimento micelial (cm) dos

Cadigo de acesso dos isolados de Aspergillus spp. isolados de Aspergillus spp. testados

na presenca de Trichoderma spp

Tspp 5 Tspp 12 Controle
Aspp 1 0,61d 0,70 c 0,77 a
Aspp 2 0,54 c 0,71c 0,90 c
Aspp 3 0,62d 0,83d 091c
Aspp 4 0,73 e 0,84d 0,98¢c
Aspp 5 0,77 ¢ 0,65c¢ 0,81b
Aspp 6 0,57 ¢ 0,68 ¢ 0,86 b
Aspp 7 0,71e 0,96 e 1,12d
Aspp 8 0,53¢c 0,72c 1,00c
Aspp 9 045D 0,78 ¢ 0,94 c
Assp 10 0,62d 0,85d 1,02¢
Assp 11 0,58¢ 0,69 ¢ 1,16d
Assp 12 0,64 d 0,72 ¢ 1,08d
Assp 13 0,67d 0,76 c 0,96 ¢
Assp 14 0,66d 0,70 c 0,96 ¢
Assp 15 0,65d 0,64 c 0,82b
Assp 16 051c 0,69c 1,00c
Assp 17 0,66d 0,71c 0,63a
Assp 18 0,49b 0,69 ¢ 0,77 a
Assp 19 0,72 ¢ 0,85d 0,74 a
Assp 20 0,64d 0,84d 0,76 a
Assp 21 0,62d 0,85d 0,97c
Assp 22 0,59 ¢ 0,70d 1,04d
Assp 23 059¢c 0,71c 0,71a
Assp 24 0,64d 0,83d 0,77 a
Assp 25 0,47b 0,74 c 0,67 a
Assp 26 0,70 e 0,90d 0,80 b
Assp 27 0,34 a 0,52 b 0,75a
Assp 28 0,55¢ 0,84d 0,86 b
Assp 29 0,52 ¢ 0,68 ¢ 0,86 b
Assp 30 0,72 e 0,81d 1,00c
Assp 31 0,74 e 1,09 f 0,86 b
Assp 32 0,59 ¢ 0,74 c 0,92c
Assp 33 0,78 e 0,75¢ 0,84b
Assp 34 0,71e 043a 0,82b
Assp 35 0,71e 0,76 ¢ 1,02¢c
CV% 8,54 6,86 8,63

Os resultados representam as médias de trés repeticdes. Médias seguidas da mesma letra nas colunas ndo diferem
entre si (p<0,05) de acordo com o teste de agrupamento Scott-Knott. CV = coeficiente de variag&o.

Tal fato demonstra o potencial de espécies de Trichoderma no controle biol6gico de
doengas em plantas. Resultados semelhantes foram obtidos por Ethur et al. (2007), que
verificaram a viabilidade de formulagdes em pd contendo arroz e Trichoderma virens em
testes in vitro no controle de Sclerotinia. scleretiorum, obtendo 100% de eficiéncia. Os dois
isolados de Trichoderma spp. utilizados nos testes de confrontacdo direta neste estudo
demonstraram também apresentar efeito antagdnico quando confrontados com os isolados de

Aspergillus spp. aos sete dias de pareamento (Tabela 4).
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Tabela 4. Notas de escala de Bell et al. (1982), modificada por Louzada (2009) do antagonismo in vitro de

Aspergillus spp. na presenca de Trichoderma spp.

Notas de acordo com a escala de Bell
et al. (1982) atribuidas aos isolados
de Trichoderma spp quanto ao
antagonismo ao 7° dia

Codigo de acesso dos isolados de
Aspergillus spp. Testados

Tspp 5 Tspp 12
Aspp 1 2,0 2,5
Aspp 2 2,0 2,0
Aspp 3 2,0 25
Aspp 4 2,0 25
Aspp 5 2,0 2,0
Aspp 6 2,0 2,0
Aspp 7 2,5 3,5
Aspp 8 2,0 2,0
Aspp 9 2,5 25
Aspp 10 1,5 2,0
Aspp 11 2,0 2,0
Aspp 12 3,0 3,5
Aspp 13 2,0 2,0
Aspp 14 2,0 2,5
Aspp 15 2,5 2,0
Aspp 16 2,0 2,0
Aspp 17 2,0 2,5
Aspp 18 2,0 2,0
Aspp 19 2,0 25
Aspp 20 2,0 2,0
Aspp 21 2,0 2,0
Aspp 22 2,0 25
Aspp 23 1,5 2,0
Aspp 24 2,0 25
Aspp 25 2,0 2,0
Aspp 26 2,0 2,5
Aspp 27 15 15
Aspp 28 15 2,0
Aspp 29 2,0 3,0
Aspp 30 2,5 2,5
Aspp 31 2,5 25
Aspp 32 2,0 2,0
Aspp 33 2,0 2,0
Aspp 34 2,0 2,5
Aspp 35 2,5 3,0

35 Isolados de Aspergillus contra os dois Isolados de Trichoderma e suas
respectivas notas de acordo com a escala de Bell et al. (1982).

De acordo com a escala proposta por Bell et al. (1982), os isolados que apresentarem
notas iguais ou inferiores a 3,0, podem ser considerados como antagbnicos, 0 que aconteceu

para todos os isolados confrontados com os isolados de Trichoderma spp. Tspp5 e Tsspl2,
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com excecdo para os isolados de Aspergillus spp. 07 e 12, que apresentaram notas superiores
qguando confrontados com o0 antagonista Tssp12.

A partir destes resultados pode-se afirmar que as formulacdes elaboradas com os dois
isolados de Trichoderma spp. Tspp5 e Tsppl2, foram eficientes, apresentando antagonismo
contra isolados de Aspergillus spp. obtidos de castanha-do-brasil dos tratamentos avaliados
nesta pesquisa. Resultado semelhante foi obtido por Ethur et al. (2005), que selecionou oito
isolados de Trichoderma spp. antagonistas a S. sclerotiorum, patégeno responsavel pelo mofo
branco em plantas de pepino, que foram capazes de apresentar antibiose e também outros
mecanismos que atuaram diretamente sobre o patdgeno e suas estruturas de resisténcia. Lima-
Primo et al. (2015) estudando o antagonismo in vitro de seis isolados de Trichoderma spp.
contra quatro isolados de Aspergillus spp. produtores de aflatoxinas em castanha-do-brasil
também observaram que todos os isolados de Trichoderma spp. inibiram o crescimento
micelial dos isolados de Aspergillus spp., enaltecendo os resultados obtidos nesta pesquisa.

Estudando 23 isolados de Trichoderma harzianum contra o patdégeno Sclerotium rolfsii
em plantas de feijdo e soja, Auler et al. (2013) verificaram que 13 isolados de Trichoderma
harzianum apresentaram efeito antagénico com a nota 2 pela escala de Bell et al. (1982),
corroborando os resultados obtidos neste estudo.

Os isolados Asppl10, Aspp23, Aspp27 e Aspp28 foram os mais sensiveis a presenca do
Tspp5, pois, as notas apresentadas por eles foram de 1,5, indicando um crescimento sobre o
patdgeno. O isolado Aspp27 foi 0 mais sensivel entre os demais, uma vez que apresentou nota
de 1,5 para os dois tratamentos com Trichoderma spp. (Tspp5 e Tsppl2). Os resultados
obtidos por Carvalho et al. (2011) estudando o controle de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli
in vitro e em sementes, e promoc¢do do crescimento inicial do feijoeiro comum por
Trichoderma harzianum, foram semelhantes aos encontrados neste estudo, pois, conseguiram
agrupar 3 isolados de Trichoderma harzianum na classe 1, onde a nota, seguindo a escala de
Bell et al. (1982), para estes isolados foi 1.

Estes testes de pareamento in vitro, apresentam alto desempenho e sdo extremamente
importantes para os estudos de biocontrole, uma vez que indicam a capacidade do isolado
testado exercer antagonismo e sua efetividade na capacidade de crescimento, colonizagéo de
estruturas, competicdo por espaco, oxigénio, nutrientes, e até hiperparasitismo (BOSAH et al.,
2010).



42

4.5. Eficiéncia do bioformulado a base de Trichoderma sp. em améndoas de castanhas-
do-brasil armazenadas por diferentes periodos de tempo

No teste de sanidade para as améndoas de castanha-do-brasil dos ourigos expostos por
até sete dias sobre o0 solo apds abscisdo, com e sem a aplicacdo do bioformulado a base de
Tspp 5 e armazenadas por (1, 30, 60 e 90 dias), foram encontrados isolados de Aspergillus
spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Verticillium spp., e Macrophomina phaseolina estas
amostras apresentaram menor contaminacdao em relacdo aos periodos de maior exposicdo dos
ourigos no solo e a cada avaliagdo o nimero de isolados aumentou.

Foram avaliadas 600 amostras correspondentes aos quatro periodos de armazenamento
das améndoas de castanha-do-brasil, sendo uma metade inoculada com o bioformulado a base
de Trichoderma sp., e a outra inoculada apenas com agua deionizada estéril. Na (Figura 5) sdo
apresentados os numeros de isolados de Aspergillus spp., encontrados nos diferentes periodos
de armazenamento apds a inoculacéo do bioformulado com Tspp 5.

® Com bioformulado ®m Sem bioformulado
12 -+

y=0,0847x+2,8945 y=0,0257x+3,3861 [ ]
R2=0,9366 R2=0,6739

10

Numero de isolados

0 T T 1
1 30 60 90

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 5. Nimero de isolados nos tratamentos com e sem bioformulado a base de
Trichoderma sp. nos diferentes periodos de armazenamento de castanha-do-brasil.

Analisando os dados estatisticos conforme discriminado na figura acima, observou-se
que houve uma estreita correlacdo entre os fatores A e B ao nivel de 5% de significancia,
sendo o fator A o isolado de Trichoderma sp. com e sem a aplicacdo do bioformulado e o

fator B os quatro periodos de armazenamento (1, 30, 60 e 90) dias das castanhas oriundas de
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ourigos expostos por até 7 dias do SAF do Campo Experimental Confianca da Embrapa
Roraima.

N&o houve diferenca significativa entre as médias do numero de isolados de
Aspergillus spp., encontrados nas améndoas das castanhas armazenadas por 1, 30, 60 e 90
dias com a aplicacdo do bioformulado a base de Tspp 5. Quando comparado aos dados
obtidos sem a aplicacdo do bioformulado essas meédias tiveram uma variacdo significativa
entre as améndoas avaliadas aos 60 e 90 dias de armazenamento.

Avaliando o desdobramento dos periodos de armazenamento das castanhas com a
aplicacdo do bioformulado a base de Tspp5, observou-se que, ndo houve diferenca
significativa a 5% de probabilidade nas amostras avaliadas até 60 dias de armazenamento. Ja
para as amostras tratadas apenas com agua deionizada houve uma diferenca significativa dos
periodos de armazenamento 60 e 90 dias para os de 1 e 30 dias. Por fim, os dados analisados
demonstram que as castanhas inoculadas com o bioformulado a base de Tspp 5, mostrou-se
eficiente na reducdo do numero de isolados de Aspergillus spp., apenas aos 90 dias de
armazenamento. Parzianello (2012) que, utilizando o uso de formulacdes a base de dois
isolados de Trichoderma em intervalos de 30, 60, 90, 120 e 180 dias observou que T.
harzianum foi o mais eficiente em todos os periodos de armazenamento no controle de

Fusarium oxysporum.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, conclui-se que, fungos potencialmente
produtores de aflatoxinas como os do género Aspergillus spp., acometem de forma natural as
castanheiras-do-brasil do Campo Experimental Confianca da Embrapa Roraima e, as demais
espéecimes fungicas encontradas fazem parte da micobiota natural.

Ameéndoas de ourigos retirados ainda da planta, apresentaram a incidéncia dos fungos
Aspergillus spp., bem como a presenca de aflatoxinas.

Formulagdes a base Trichoderma spp., apresentam ao longo do tempo, efeito
significativo no controle bioldgico de Aspergillus spp., sendo viaveis tanto em testes in vitro,

bem como em ambientes em condig¢des controladas.
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