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RESUMO — O controle bioldgico constitui uma estratégia de grande importancia para
a redugdo do uso de pesticidas quimicos no controle de fitopatogenos. Neste sentido,
um microrganismo amplamente utilizado neste método é o fungo Trichoderma. O
presente trabalho teve por objetivo avaliar a viabilidade de conidios submersos e
microesclerodios (MS) de Trichoderma asperellum T356 em capsulas de alginato
integras e liofilizadas. O fungo foi produzido por fermentag¢do submersa em frascos
agitados e, apds a recuperagdo dos propagulos por filtracdo, estes foram encapsulados
em matriz de alginato pelo método de extrusdo. Foi avaliada a cinética de produgdo de
MS, enquanto a viabilidade das cdpsulas integras e liofilizadas foi monitorada ao longo
de 120 dias de armazenamento sob diferentes temperaturas. Verificou-se que apos 120
dias, os conidios mantiveram-se viaveis (log 7/g) tanto para capsulas integras quanto
liofilizadas nas temperaturas de 8 e 25 °C, enquanto que para MS a melhor condi¢do
foi 8 °C (log 2/g) para ambas as formulagaoes.

1. INTRODUCAO

Os impactos negativos causados pelo uso dos agrotdxicos t€ém motivado o interesse pelo
emprego de sistemas de cultivo mais sustentaveis ¢ menos dependentes do uso de produtos
quimicos. Nesse contexto, o emprego de técnicas de controle bioldgico tem recebido destaque
no cendrio fitossanitario atual, sendo parte fundamental da recém-famigerada “segunda
revolucdo verde” com bases microbioldgicas voltadas ao desenvolvimento de uma agricultura
mais sustentdvel e menos poluidora. Entre os microrganismos para uso na agricultura,
destacam-se os fungos do género Trichoderma, que sdo os mais usados no controle de
fitopatogenos devido a modos de acdo como hiperparasitismo e antibiose e a sua facilidade de
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cultivo massal in vitro em diversos substratos, cujos propagulos produzidos sdo empregados
tanto para controle de patdgenos radiculares como de parte aérea em plantas cultivadas. O
método mais empregado para a produgdo de biopesticidas a base de Trichoderma € a obtencao
de esporos assexuais (conidios) a partir do cultivo em substrato s6lido, normalmente usando
graos de cereais umedecidos. Este processo apresenta desvantagens como falta de controle de
qualidade, alta dependéncia de mao-de-obra, longo periodo/ciclo de fermentacdo e
dificuldades no escalonamento do processo. Para que o processo seja economicamente viavel
e explorado comercialmente nos diferentes sistemas agricolas, ¢ necessario que o fungo seja
produzido em larga escala, de forma eficiente, em ciclos curtos de fermentacdo e utilizando
substratos de baixo custo e alta disponibilidade no mercado.

Em artigo publicado pela Embrapa e USDA (Kobori et al., 2015), é relatada
ineditamente a produgdo de microesclerédios (MS) por 7. harzianum em cultivo liquido
submerso. MS sdo estruturas de resisténcia que apresentam maior persisténcia no ambiente
em relagdo aos conidios aéreos, ¢ o desenvolvimento de formulagdes empregando MS
constitui-se num importante avango tecnoldgico visando a expansdo de mercado deste
biopesticida. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo a obtencdo de capsulas de
alginato contendo MS e conidios submersos de Trichoderma asperellum T356 visando a sua
aplicag¢do no controle de fitopatogenos.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencao do microrganismo e manutenciao da cultura

O fungo T. asperellum T356 foi cedido pela Embrapa Arroz e Feijdo. Inicialmente, a
cultura foi mantida em placas de Petri contendo o meio BDA (Batata, Dextrose, Agar) a28°C,
sendo repicada a cada duas semanas. Partindo-se de uma coldnia esporulada, obteve-se uma
cultura estoque liofilizada em solugdo crioprotetora (10 % p/v de sacarose ¢ 1 % p/v de
gelatina). Apos homogeneizagao, aliquotas de 1 mL foram distribuidas em frascos de vidro,
congeladas a -80 °C por 16 h e transferidas para o liofilizador (Sentry 2.0, VirTis, SP
Scientific) com vacuo a 300 mT por 48 h a -50 °C. Os frascos foram lacrados e armazenados
a temperatura ambiente (28 °C).

2.2. Cultivo de Trichoderma asperellum T356

A cultura estoque liofilizada foi inoculada em placas contendo meio BDA por 2-3
semanas a 28 °C. Em seguida, uma suspensao de esporos foi obtida pela adigdo de 10 mL de
solugdo estéril de Tween 80 (0,04 % p/v) e inoculada no meio de cultivo (concentragdo inicial
ajustada para 103 conidios/mL). O cultivo foi realizado em frascos aletados tipo Erlenmeyer
(Nalgene) de 500 mL de capacidade contendo 200 mL de meio a base de sais minerais,
sacarose ¢ levedura autolisada (Lyscell®, ICC, Brasil), concentragdo de C de 20 g/L, razdo
C:N de 10:1, pH 5,5, a 300 rpm por 7 dias a 28 °C, de acordo com Locatelli et al. (2017). Os
experimentos foram realizados em dois dias diferentes, cada um deles em quadruplicata. Apds
o término de cada cultivo, as amostras foram homogeneizadas, filtradas em trés peneiras
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(malhas de 16, 20 e 35 mesh) e as células foram lavadas com dgua destilada estéril.
2.3. Formulacées em capsulas de alginato

Inicialmente, preparou-se uma solugdo de alginato de sédio a 2 % (p/v) (Dindmica®,
Brasil) em agua estéril. Uma massa de 2 g de alginato foi dissolvida em 60 mL de agua
destilada estéril a 40 °C sob agitacdo constante. Apds a suspensdo atingir a temperatura
ambiente, adicionou-se 25 mL da suspensao celular obtida na etapa anterior. A suspensdo foi
homogeneizada ¢ o volume foi completado com agua para 100 mL (Akhtar et al., 2009),
sendo retirada uma amostra para a realizacdo da contagem de MS e de conidios. O
experimento foi realizado para um volume total (células + alginato) de 1 L, e a suspensao foi
bombeada (bomba peristaltica Marconi®, MA 2400/400) a uma vazao de 861,7 mL/min. A
amostra foi extrudada por quatro agulhas estéreis (0,70 x 25 mm) sobre 1 L de CaCl, a 0,2 M,
sob agitacdo constante. Apos repouso por 2 h a 4 °C, as capsulas foram coletadas em peneira,
lavadas com agua estéril, distribuidas em frascos de penicilina e divididas em dois lotes
(cépsulas integras e liofilizadas). Apds contagem inicial de MS e conidios, as amostras foram
armazenadas (8 °C, 25 °C e 35 °C) para a contagem de propagulos a cada 30 dias durante 120
dias de avaliagdo. Capsulas sem o microrganismo foram preparadas como controle.

2.4. Viabilidade de 7. asperellum T356 e analise estatistica

As contagens de conidios ¢ de MS nas suspensoes foi determinada a partir de dilui¢des
decimais seriadas em solugdo salina e posterior observacdo em microscopio Otico. As
contagens das capsulas foram realizadas dissolvendo-se 1 g (cépsulas integras) e 0,1 g
(cépsulas liofilizadas) em solucdo de citrato de so6dio 1,0 % (p/v), com posterior dilui¢do e
contagem. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey a 5 % de probabilidade, por meio do programa Past®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostra a Figura 1, a producao de MS ¢ iniciada a partir de 2 dias de cultivo e
aumenta gradativamente até o quinto dia, atingindo 2,8x10* MS/mL. Apos 7 dias, a
concentragdo de MS diminui para 2,0x10* MS/mL. Kobori et al. (2015) verificaram que a
produgdo de MS de T. harzianum T-22 foi favorecida pelo meio com maior concentragdo de
C (36 g/L) e razdo C:N de 10:1, especialmente no quarto dia de cultivo, atingindo 4,83 x 10*
MS/mL. Esses resultados corroboram com os obtidos no presente estudo. Foi observado que
as concentracdes celulares aumentam apo6s o encapsulamento, sendo mais evidente para os
MS. A concentragdo de MS antes da encapsulagdo foi de 8,7x10> MS/mL, cerca de 2-log
inferior a concentragdo final de MS apos o cultivo, evidenciando a perda celular durante a
filtracdo e preparo da solucdo de alginato. Apds a encapsulacdo, a concentragdo de MS
aumenta para 3,0x10* MS/g de céapsula. Para os conidios, as concentragdes antes e ap0Os a
encapsulagdo foram de 2,9%10° conidios/mL e 5,7x10° conidios/g, respectivamente. A Figura
2 mostra que apds 120 dias os conidios mantiveram-se vidveis (log 7/g) para os dois tipos de
capsulas a 8 e 25 °C, enquanto que para os MS a melhor condicao foi a 8 °C (log 2/g).
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Figura 1 — Produgdo de microesclerddios por Trichoderma asperellum T356 em frascos
agitados a 300 rpm por 7 dias a 28 °C. Cada ponto representa a média + desvio padrao (n = 4).
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Figura 2 — Concentragdo de conidios (A e B) e de microesclerddios (C e D) de Trichoderma
asperellum T356 durante 120 dias de armazenamento a 8, 25 e 35 °C. Letras mintsculas
diferentes (a—c) indicam diferencgas significativas (»<0,05) no mesmo dia; Letras maitisculas
diferentes (A—E) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os dias.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que o encapsulamento de conidios e de MS em matriz de alginato favorece a
manuten¢do da viabilidade desses propagulos ao longo do tempo, obtendo-se os melhores
resultados em armazenamento a 8§ °C.
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