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Introducio

Trichoderma € o fungo mais estudado e utilizado como agente de biocontrole, principal-
mente, de fitopatdgenos habitantes do solo, e, mais recentemente, como bioestimulante na
promocio de crescimento de plantas e aumento de produtividade (Woo et al., 2014). Como
fungos de vida livre, comumente encontrados no solo e associados ao ecossistema radicular,
possuem estilo de vida versatil (Druzhinina et al,, 2011; Carreras-Villasefior et al., 2012).

O micoparasitismo, a competicdo, a antibiose e a inducio de respostas de defesa da planta
s40 os principais mecanismos de agio de Trichoderma no controle de fitopatogenos (Carreras-
Villasen et al., 2012). Como bioestimulante, linhagens de Trichoderma competentes na colo-
nizacio do sistema radicular, afetam diretamente a promogdo de crescimento e aumento da
produtividade de plantas. Esses efeitos, mediados por Trichoderma, estio baseados na modifi-
cagdo da arquitetura do sistema radicular; na solubilizacio, disponibilizagio e uso eficiente de
nutrientes; no aumento da porcentagem e taxa de germinagio de sementes e no estimulo das
defesas das plantas contra danos bioticos e abioticos (Contreras-Cornejo et al., 2009; Hermosa
et al,, 2012; Samoslki et al., 2012).

Trichoderma spp. sio caracterizadas pelo rapido crescimento e producio de conidios
de tonalidades da cor verde em conidioforos ramificados. A sobrevivéncia e dispersio de
Trichoderma envolve diversos mecanismos. A produgio de conidios, desenvolvimento assexual,
¢ favorecida pela luz e injarias mecanicas, influenciada diretamente pelas condicdes ambientes
de crescimento, tais como disponibilidade de nutrientes e pH (Carreras-Villasen et al.,, 2012).
Tambeém, ha 1solados que produzem microesclerddios em determinadas condigdes (Kobor et
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al, 2015).

A maioria dos produtos comerciais 4 base de Trichoderma é produzida por meio da fer-
mentagdo em estado solido, na qual o fungo produz conidios aéreos, os quais sio extraidos e
formulados (Bettiol, 2011; Woo et al., 2014). Por outro lado, pesquisas sio desenvolvidas com
fermentacio liquida submersa para producio de conidios e microesclerodios, sem todavia
resultados, até o momento, que possam ser comparaveis com a produgio em estado solido
(Papavizas et al,, 1984; Harman et al., 1991; Kobori et al., 2015; Locatelli et al., 2017). Os
conidios e os microesclerodios sio estruturas que possuem maior resisténcia as condicdes ad-
versas. Desta forma, estas estruturas podem ser utilizadas como ingrediente ativo de produtos
bioldgicos a base de Trichoderma.

No mercado brasileiro, os produtos biologicos a base de Trichoderma sio comercializados
em diferentes formulagdes, como por exemplo granulo dispersivel em agua, suspensio con-
centrada, pé-molhavel e concentrado emulsionavel e gel emulsionavel. Na bula dos produtos
formulados registrados € informada a concentracio de propagulos do fungo, que consiste
no ingrediente ativo. As unidades de medida utilizadas para indicar a concentracio nio sio
padronizadas. Ha produtos registrados considerando a concentracio de conidios e ou esporos
viaveis e unidades formadoras de colénia. Além disto, as metodologias de anlise de con-
formidade e controle de qualidade de produtos biolégicos ndo sio padronizadas para todos
os antagonistas. Este panorama dificulta a anlise adequada da qualidade dos produtos, a
comparagdo de resultados, a realizacio de testes e a emissio de laudos no processo de registro
(Teixeira et al., 2010).

Em 2008, considerando os problemas existentes com a qualidade dos produtos contendo
agentes de biocontrole comercializados, bem como a inexisténcia, no Brasil, de metodologias
padronizadas, foi formada uma rede de pesquisa denominada Projeto Qualibio (“Desenvolvi-
mento de metodologia analitica e amostral para avaliacio de conformidade e da inocuidade
de produtos comerciais formulados 4 base de agentes microbianos”), a qual desenvolveu me-
todologias para avaliar a conformidade e qualidade de produtos comerciais formulados a base
de agentes microbianos para o controle de doencas de plantas. O projeto foi financiando pelo
edital MCT/CNPq/Mapa/DAS n° 64/2008; com a participagio da Embrapa Meio Ambiente,
Embrapa Arroz e Feijio, Instituto Biologico de Sio Paulo, Empresa de Pesquisa Agropecuaria
de Minas Gerais, Universidade Federal de Pelotas e Comissio Executiva do Plano da Lavoura
Cacaueira (CEPLAC/CEFET).

As metodologas desenvolvidas no dmbito do Projeto Qualibio ndo foram oficializadas
pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento - Mapa, mas sdo utilizadas
por, praticamente, todas as empresas, laboratorios e instituicio de pesquisa para avaliar a
conformidade e a qualidade de produtos comerciais formulados a base de agentes microbianos
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para o controle de doencas de plantas, bem como pesquisas na area. As metodologias
foram desenvolvidas para produtos  base de fungos do género Trichoderma e bactérias do
género Bacillus. Porém, as metodologias desenvolvidas podem também ser utilizadas para
outros microrganismos antagonistas, como Clonostachys rosea, Pochonia clamydosporia,
Purpureocillium lilacinum entre outros e, também para outras bactérias, desde que consideradas
as especificidades de cada espécie.

O controle de qualidade em todas as etapas da cadeia de producio de um agente de
biocontrole é extremamente importante para que produtos de reconhecida qualidade sejam
disponibilizados no mercado e, desta forma, manter a confianga dos agricultores sobre a
eficicia dos bioprodutos. Consequentemente, contribuira para ampliar o mercado de agentes
de biocontrole para o manejo integrado de doencas e pragas de plantas.

Descrigio das metodologias

No Projeto Qualibio foram desenvolvidas as metodologias para a determinagio do nu-
mero total de conidios, da porcentagem de conidios viaveis e do niimero das unidades for-
madoras de col6nias (UFC) para produtos formulados a base de Trichoderma spp. (Bettiol et
al,, 2016).

A metodologia desenvolvida para a determinagio do nimero total de conidios informa
a quantidade de conidios na amostra, porém, ndo avalia a viabilidade dos conidios. Assim,
¢ complementada com a metodologia desenvolvida para a determinagio da porcentagem de
conidios viaveis, a qual informa a porcentagem de conidios vidveis na amostra, bem como
0 seu vigor baseado no tempo de germinagdo. Finalmente, a metodologia desenvolvida para
a determinagio do nimero de unidades formadoras de colonias informa a quantidade de
estruturas presentes no bioproduto que sio capazes de dar origem a uma col6nia do fungo em
meio de cultura, £ importante considerar que uma colénia do fungo pode ser originada de um
conidio, de um aglomerado de conidios, de fragmentos de hifas e outras estruturas do fungo.
Assim, a realizacio dessas analises sio complementares, mas consideramos que a determinacio
das unidades formadoras de colonias é sempre a mais relevante e realista para os agricultores.

As metodologias, apesar de simples, devem ser executadas por profissionais qualificados.
Assim, os resultados obtidos serdo precisos. Além disso, os equipamentos utilizados devem ser
sempre calibrados e estarem em perfeitas condigdes de uso.

A seguir serdo descritas detalhadamente essas trés metodologias, sempre lembrando que
sio complementares.
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Protocolo da metodologia 1:
determinagio do nimero total de conidios na amostra

Equipamentos e vidrarias necessarios para a realizagio da metodologia

Frascos com capacidade para 250 mL e 1.000 mL; tubos de ensaio; tampas para tubo
de ensaio; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanga; agitador tipo vortex (de tubo de
ensaio); banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora; micropipeta (10 mL e
1.000 uL); ponteiras esterilizadas para micropipetas (10 mL e 1.000 pL); cimara de Neubauer
(hemacitémetro); microscopio Optico; contador manual de conidios; agitador magnético; bar-
ra magnetica.

Solugio

Solugio salina com Tween 80

Ingredientes: NaCl PA.: 9,0 g; agua destilada: 1.000 mL; Tween 80: 1 mL.

Preparo: em frasco de 1.000 mL suspender o NaCl em 1.000 mL de agua destilada e
acrescentar o Tween 80. Homogeneizar bem e autoclavar o diluente a 121 °C e a 1 atm por
20 minutos.

Procedimento

1. As amostras devem ser colocadas 4 temperatura ambiente por 30 a 40 minutos antes do
inicio da analise, principalmente as originrias de formulacio com base em 6leo emulsionavel.

2. Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e acrescentar 90 g de solugio
salina com Tween 80 (corresponde 4 diluicio 107). Devem ser realizadas duas pesagens para cada
amostra e uma série de diluicio para cada pesagem. A segunda pesagem deve ser realizada 10
minutos apos a colocacio de agua na primeira amostra para obter o mesmo tempo de hidratacio.

3. Colocar o frasco com a suspensio em agitador orbital ou mesa agitadora por 60 minu-
tos a, pelo menos, 120 rpm.

4. Colocar o frasco com a suspensio em banho de ultrassom por 5 minutos. O nivel de
agua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensio contida no frasco para
garantir o efeito vibracional em todas as estruturas do fungo.

5. Misturar vigorosamente o conteudo do frasco em agitador tipo vortex, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em
cada uma das passagens. Ou colocar em agitador magnético por 5 minutos.

6. Transferir, imediatamente, 1,0 mL da suspensdo contida no frasco (10"), com auxilio
de micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio seguinte contendo 9,0 mL da
solucdo salina (corresponde & diluicio 107). Descartar a ponteira em seguida.
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7. Homogeneizar o contetdo da diluicio 10? em agitador tipo vortex, colocando e tiran-
do trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em cada
uma das passagens.

8. Para obter a diluicio 107 repetir os itens 6 e 7 (diluicdo seriada), utilizando o tubo da
diluigio anterior (10?). Considerando as informacdes sobre a concentracio contida no rétulo
do produto, se necessario dar continuidade 4 diluicio seriada até a diluicio apropriada. Pro-
ceder assim repetidamente até alcangar a diluicio apropriada (normalmente 10° ou 10*). Para
cada diluicdo devesse trocar a ponteira da micropipeta.

9. Misturar o contetido do tubo de ensaio com a suspensio apropriada em agitador tipo
vortex colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando ocorrer o turbilhona-
mento total.

10. Retirar imediatamente apos a agitacio uma aliquota representativa da suspensio com
auxilio de uma micropipeta de 1.000 pL.

11. Colocar cuidadosamente a suspensdo na canaleta da cimara de Neubauer, ja coberta
com a laminula, até o preenchimento de todo o espaco existente entre a laminula e a cimara
de Neubauer.

12. Antes de iniciar a contagem, deixar a cdmara de Neubauer, com a suspensio de coni-
dios, em repouso por 5 minutos, para que os conidios precipitem, facilitando a contagem e
reduzindo erros.

13. Realizar a contagem de conidios a0 microscopio Optico, no aumento de 250X ou
400X, nos campos 1 e 2 da cimara de Neubauer (Figura 1), nos cinco quadrados (subcompar-
timentos) como demarcados na Figura 2, totalizando cinco contagens por campo da cimara
de Neubauer (E1, E2, E3, E4 e E5). Observagio: Muitos conidios ficam exatamente sobre
as linhas de demarcagio internas dos subcompartimentos. Recomenda-se contar apenas os
conidios que estiverem nas linhas da esquerda e superior do mesmo campo da observacio para
evitar que eles sejam contados duas vezes.

Foto: Zayame Vegette Pinto

Figura 1. Localizacio dos campos 1 e 2 na cimara de Neubauer.
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_ Fonte: Zayame Vegette Pinto.
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Figura 2. Area dentro dos subcompartimentos vermelhos para a realizagio da contagem de conidios
-E1,E2, E3, E4 e ES.

Calculo do niimero de conidios

Para determinar o nmero de conidios, utilizar a formula: Namero de conidios/mL={|(-
Campo 1 + Campo 2)/2] x 2,5 x 10°}, sendo que: Campo 1=(EI+E2+E3+E4+E5)/5 e Campo
2=(EI+E2+E3+E4+E5)/5. Quando utilizada a diluicio 10°, multiplica-se o resultado do niime-
ro de conidios/mL por 10° e quando utilizada a diluico 10, multiplica-se o resultado por 10°.

Observagio: foi desenvolvido, no dmbito do projeto Qualibio, o software CALIBRA que
esta disponivel para copia do site da Embrapa Meio Ambiente. Este software realiza calculos e
armazena as informagdes para a emissio de laudos. A sugestio ¢ que o CALIBRA seja sempre
utilizado para uma maior facilidade e precisio das analises.

Repeticio

Devem ser feitas duas pesagens do produto, sendo que de cada pesagem deve ser realizada
uma série de diluicio seriada. Na segunda pesagem a solucio salina deve ser colocada 10 minu-
tos apos ao da primeira pesagem para evitar a diferenca na hidrataco dos conidios. A diluigio
selecionada, geralmente 10° e 10, deve ser colocada na cimara de Neubauer para a realizacio
da contagem do numero total de conidios presentes na amostra (Figura 3).
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Produto
I
Pesagem 1 Pesagem 2
I I
Diluicio 1 Diluigdo 2
Campo1l Campo2 Campo1 Campo2

I | | I
1 1 E1l E1l
;o .
E3 E3 :Ig :lg
| | | |
E4 E4 E4 E4
1 | 1 |
E5 ES E5 ES

Repeticdo 1 Repeticdo 2

Figura 3. Esquema das repeti¢des utilizadas na metodologia para analise da qualidade - niimero total
de conidios contidos na amostra.

Protocolo da metodologia 2:
determinagio do nimero de conidios viiveis na amostra

Equipamentos e vidrarias

Frascos com capacidade para 100 mL, 250 mL e 1.000 mL; tubos de ensaio; tampa para
tubo de ensaio; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanca; agitador tipo vortex (de
tubo de ensaio); banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora para frasco;
incubadora operando 25 + 2 °C (BOD); micropipeta para volume de 10 mL, 15 uL e 1.000 uL;
ponteiras esterilizadas para micropipeta (10 mL, 15 uL e 1.000 uL); placas de Petri esteriliza-
das; agitador magnético; barra magnética esterilizada.

Solucoes

Solugio salina com Tween 80

Ingredientes: NaCl PA.: 9,0 g; agua destilada: 1.000 mL; Tween 80: 1 mL.

Preparo: em frasco de 1.000 mL suspender o NaCl em 1.000 mL de agua destilada e
acrescentar o Tween 80. Homogeneizar bem e autoclavar o diluente a 121 °C e a 1 atm por
20 minutos.
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Azul de lactofenol

Ingredientes: fenol: 20 g; acido latico: 20 g; agua destilada: 20 g; glicerol: 40 g azul de
metila (ou azul de algodio ou azul de Trypan): 0,1 g.

Preparo: adicionar os ingredientes em um frasco e homogeneizar durante 5 minutos em
agitador magnético dentro de capela de exaustio de gases. Utilizar os EPIs adequados. Outra
op¢do ¢ adquirir o produto pronto no mercado.

Meio de cultura

Meio de batata dextrose agar (BDA)

Ingredientes: meio de batata-dextrose-agar comercial: recomendagio do fabricante; agua
destilada: 1.000 mL.

Preparo: em frascos misturar a agua destilada a0 meio BDA e autoclavar a 121 °C a | atm
por 20 minutos. Verter, aproximadamente, 10 mL do meio por placa descartavel esterilizada.
Depois de solidificado o meio, as placas devem ser invertidas e incubadas a 25 £ 2 °C por uma
noite para secar e para avaliar a condigio de esterilidade do meio. As placas preparadas com
BDA podem ser estocadas em local escuro e sob refrigeragio (2-8 °C) por sete dias. Observacio:
todas as vidrarias e solucdes devem ser esterilizadas em autoclave antes de serem utilizadas.

Procedimento

1. As amostras a serem testadas devem ser colocadas a temperatura ambiente por 30 a 40
minutos antes do inicio da analise, principalmente as originarias de formulagio com base em
6leo emulsionavel.

2. Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e acrescentar 90 g de solucio
salina com Tween 80 (corresponde 4 diluicio 107). Devem ser realizadas duas pesagens para
cada amostra e uma serie de diluicio para cada pesagem. A segunda pesagem deve ser realizada
10 minutos apos a colocacdo de agua na primeira amostra para obter o mesmo de hidratacio.

3. Colocar o frasco com a suspensdo em agitador orbital ou mesa agitadora por 60 minu-
tos a, pelo menos, 120 rpm.

4. Colocar o frasco com a suspensio em banho de ultrassom por 5 minutos. O nivel de
agua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensio contida no frasco para
garantir o efeito vibracional em todas as estruturas do fungo.

5. Misturar vigorosamente o conteudo do frasco em agitador tipo vortex, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em
cada uma das passagens. Ou colocar em agitador magnético por 5 minutos.

6. Transferir, imediatamente, 1,0 mL da suspensdo contida no frasco (107), com auxilio
de micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio seguinte contendo 9,0 mL da
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solucio salina (corresponde 4 diluicio 10%). Descartar a ponteira em seguida.

7. Homogeneizar o contetdo da diluicio 10% em agitador tipo vortex (de tubo de ensaio),
colocando e tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da
suspensdo, em cada uma das passagens.

8. Para obter a diluigio 107 repetir os itens 6 e 7 (diluicdo seriada), utilizando o tubo da
dilui¢do anterior (10%). Considerando as informagdes sobre a concentracio contida no rotulo
do produto, se necessario dar continuidade a diluicio seriada até a diluicio apropriada. Pro-
ceder assim repetidamente até alcangar a diluicio apropriada (normalmente 10° ou 10*). Para
cada diluigio devesse trocar a ponteira da micropipeta.

9. Misturar o contetdo do tubo de ensaio com a suspensio apropriada em agitador tipo
vortex colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando ocorrer o turbilhona-
mento total.

10. Pipetar imediatamente apos a agitagio em aparelho tipo vortex, cinco aliquotas de 15
UL de duas das diluiges apropriadas (em geral sio as de 10° e/ou 107), e transferir imedia-
tamente para placas de Petri contendo meio BDA em cinco pontos previamente definidos e
demarcados (Figura 4a). Repetir este passo para mais uma placa.

11. Transferir e incubar as placas para BOD a 25 + 2 °C, no escuro.

12. Apos 9 horas de incubagio, verificar a germinagio dos conidios a cada duas horas,
até 20 h ap6s o plaqueamento em fungio do produto (o momento considerado ideal variara
de acordo com as caracteristicas da espécie, da cepa e da formulacio do produto. Entretanto,
em media sdo necessarias 16 horas). Neste momento, colocar uma gota de azul de lactofenol
(8 uL) em cada ponto (local onde foi colocada a diluicio apropriada) com a suspensio (cinco
pontos por placa) (Figura 4B).

Fotos: Zayame Vegette Pinto

Figura 4. Placa de Petri com meio BDA com as marcagdes nos locais onde serdo colocados os 15 uL
da suspensdo para anlise da viabilidade (A). Gotas com lactofenol apos 16 horas de incubacio (B).
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13. Contar o numero de conidios vidveis, germinados e ativos ndo germinados, e nio
viaveis (ndo germinados), conforme Figura 5, nos cinco pontos usando microscopio optico no
aumento de 200X a 400X. Para maior confiabilidade, deve-se contar pelo menos 100 conidios
por area delimitada. Calcular a taxa média de viabilidade utilizando a formula:

Viabilidade (%) = (média do numero de conidios vidveis das pesagens/total
de conidios) X 100
Deve ser realizado o calculo para cada gota de cada diluigio das duas pesagens,
separadamente. Posteriormente, obter a média aritmética para cada pesagem.

Fotos: Zayame Vegette Pinto

Figura 5. Aspecto a0 microscopio dptico: do inerte usado na formulacio, dos conidios viaveis, ger-
minados e ativos, e ndo germinados de Trichoderma sp.

Repeticio

Devem ser feitas duas pesagens do produto (item 2), sendo que de cada pesagem deve ser
realizada uma série de diluicio seriada (itens 6, 7 ¢ 8). Na segunda pesagem a solucio salina
deve ser colocada 10 minutos ap6s ao da primeira pesagem para evitar a diferenca na hidra-
tagdo dos conidios. Da diluicio selecionada, deve-se colocar cinco gotas por placa em duas
placas diferentes (Figura 6).



Controle de qualidade de produtos biolégicos... 285

Produto
Pesagem 1 Pesagem 2
| |
Diluigdo 1 Diluicio 2
5 gotas de 5 gotas de
15puL da 15pL da
suspensdo suspensdo

Figura 6. Esquema das repeticdes utilizadas na metodologia para analise da qualidade - via-

bilidade de conidios.

Metodologia 3:
determinagio do namero de unidades formadoras de colonias na amostra

Equipamentos e vidrarias

Frasco com capacidade para 250 mL e 1.000 mL; tubos de ensaio; tampa para tubo de en-
salo; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanca; agitador tipo vortex (de tubo de ensaio);
banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora para frasco; incubadora ope-
rando 25 + 2 °C (BOD); micropipeta para volume de 10 mL, 20 uL, 100 uL e 1.000 uL; pon-
teiras estereis para micropipeta (10 mL, 20 uL, 100 pL e 1.000 pL); placas de Petri descartavel
esterilizada; alca de Drigalski esterilizada; agitador magnético; barra magnética estabilizada;
microscopio 6ptico; limina de microscopia e fita adesiva transparente.

Solugio

Solugio salina com Tween 80

Ingredientes: NaCl PA.: 9,0 g; agua destilada: 1.000 mL; Tween 80: 1 mL.

Preparo: em frasco de 1.000 mL suspender o NaCl em 1.000 mL de agua destilada e
acrescentar o Tween 80. Homogeneizar bem e autoclavar o diluente a 121 °C e a 1 atm por
20 minutos.

Meio de cultura
Meio de batata dextrose agar (BDA +T). Ingredientes: meio de batata dextrose agar
comercial: recomendacio do fabricante, 1 mL de Triton X-100 e agua destilada: 1.000 mL.
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Preparo: 0 modo de preparo do meio deve seguir a recomendagio do fabricante. Em frascos
misturar a agua destilada e Triton X-100 (redutor de colonia) a0 meio de batata dextrose agar e
autoclavar a 121 °C a 1 atm por 20 minutos. Verter aproximadamente de 15 mL a 20 mL por
placa descartavel esterilizada. Depois de solidificado o meio, as placas devem ser invertidas e
incubadas a 25 £ 2 °C por uma noite para secar e para avaliar a condicio de esterilidade do
meio. As placas preparadas com BDA+T podem ser estocadas em local escuro e sob refrigera-
¢a0 (28 °C) por sete dias. Observacio: todas as vidrarias e solucdes devem ser esterilizadas em
autoclave antes de serem utilizadas.

Procedimento

Teste de microgotas:

1.1. As amostras a serem testadas devem ser colocadas a temperatura ambiente por 30 a
40 minutos antes do inicio da analise, principalmente as originarias de formulacio com base
em Oleo emulsionavel.

1.2. Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e completar com 90 g da
solucio salina com Tween 80 (corresponde 4 diluicio 10"). Devem ser realizadas duas pesagens
para cada amostra e duas series de diluicGes para cada pesagem. A segunda pesagem deve ser
realizada 10 minutos apos a colocacio de dgua na primeira amostra para obter o mesmo
tempo de hidratacio.

1.3. Colocar o frasco com a suspensio em agitador orbital ou mesa agitadora por 60
minutos a, pelo menos, 120 rpm.

14. Colocar o frasco com a suspensdo em banho de ultrassom por 5 minutos. O nivel de
agua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensio contida no frasco para
garantir o efeito vibracional em todas as estruturas do fungo.

1.5. Misturar vigorosamente o conteudo do frasco em agitador tipo vortex, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em
cada uma das passagens. Ou colocar em agitador magnético por 5 minutos.

1.6. Transferir, imediatamente, 1,0 mL da suspensio contida no frasco (10"), com auxilio
de micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio seguinte contendo 9,0 mL da
solucio salina (corresponde a diluicio 10%). Descartar a ponteira em seguida.

1.7. Homogeneizar o conteido da diluicio 10 em agitador tipo vortex, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento total da suspensio, em
cada uma das passagens.

1.8. Para obter a diluicio 10° repetir os itens 1.6 e 1.7 (diluicdo seriada), utilizando o
tubo da dilui¢do anterior (10%). Considerando as informagdes sobre a concentracio contida
no rotulo do produto, se necessario dar continuidade a diluicio seriada até a diluicio apro-
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priada. Proceder assim repetidamente até alcangar a dilui¢do apropriada (uma diluigio acima
da concentragio mencionado pelo fabricante) (Tabela 1). Para cada diluigio devesse trocar a
ponteira da micropipeta.

Tabela 1. Maximo de diluicdo seriada da amostra que deve ser realizado para obtencio da diluigio

apropriada.
Concentragio informada pelo fabricante Diluir até
10° 10°
10¢ 107
107 10°
10° 10°
10° 101°
1 010 1 0»] 1
1 Ol 1 1 0’12

1.9. Delimitar com caneta de retroprojetor na parte externa da base das placas contendo
meio BDA, dividindo-as em quatro quadrantes, conforme Figura 7.

1.10. Misturar o conteudo do tubo de ensaio com a suspensio apropriada em agitador
tipo vortex colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando ocorrer o turbi-
lhonamento total.

1.11. Pipetar imediatamente trés aliquotas de 20 pL de cada diluigio preparada, logo em
seguida da agitacdo vigorosa em aparelho tipo vortex por trés vezes, para a superficie do meio
de BDA de cada um dos quadrantes (Figura 7). Em cada placa é possivel depositar quatro das
diluicdes da série realizada.

Foto: Zayame Vegette Pinto.

Figura 7. Aspecto das placas de Petri com meio BDA, dividida em quatro quadrantes, com trés aliquo-
tas de 20 uL de doze diluicdes da amostra do bioproduto.
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1.12. Apos o plaqueamento das aliquotas, os tubos com as diluicées devem ser guardados
sobre refrigeracio (2 - 8 °C) por, no maximo, 48 horas para serem utilizados na determinagio
do numero de unidades formadoras de colonias.

1.13. Antes de incubar as suspensdes, esperar para que os 20 L de cada diluigio sejam
absorvidos pelo meio de cultura. Em seguida, transferir as placas para BOD, por 24 a 48 horas,
25 12 °C, no escuro.

1.14. Apos dois dias, observar em quais diluigdes houve o crescimento de col6nias do
fungo e selecionar as trés ultimas diluigdes que apresentaram o crescimento do fungo nas trés
gotas, das duas pesagens realizadas, para a determinagio do nlimero de unidades formadoras
de colonias (Figura 8).

Fotos: Zayame Vegette Pinto.

Figura 8. Crescimento de Trichoderma em placa com meio BDA no testes de microgotas. A=48 h e
B=96 h de incubagio.

Determinagio do nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) da amostra

2.1. Retirar os tubos de cultura com as diluicdes seriadas da refrigeragio 30 a 40 minutos
antes do inicio da anilise.

2.2. Agitar vigorosamente o conteudo dos tubos de cultura com as diluicées escolhidas em
agitador tipo vortex, colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando ocorrer
o turbilhonamento.
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2.3. Transferir de cada diluicio, previamente selecionada, conforme o resultado do teste
das microgotas, com micropipeta com ponteira esterilizada, 100 UL para a superficie de cinco
placas de Petri, com meio de cultura BDA + Triton X-100. Descartar a ponteira ao final do
plaqueamento da diluigio.

24, Distribuir uniformemente sobre a superficie do meio com uma alca de Drigalski
esterilizada, imediatamente apos a transferéncia. Para cada grupo de cinco placas, de cada
diluigio, utilizar uma alca de Drigalski.

2.5. Fazer uma placa controle antes de iniciar o item 2.3, espalhando 100 uL da solucio
salina esterilizada com Tween 80 em placa contendo o meio de cultura (BDA + T), com alca
de Drigalski esterilizada.

2.6. Incubar as culturas a 25 £ 2 °C, no escuro, por 48 e/ou 72 horas.

2.7. Apbs a incubacio contar o numero de colonias crescidas (Figura 9) e verificar, de
acordo com as caracteristicas do fungo, se as colénias formadas sio realmente do Trichoderma
presente no produto bioldgico, por meio da visualizagio da colonia na placa e das estruturas
do fungo em microscopio Optico.

Fotos: Zayame Vegette Pinto.

Contaminante

Figura 9. Aspecto macroscopico das colonias de Trichoderma harzianum para a realizacio da con-
tagem das unidades formadoras de colonias (UFC): (A) crescimento de UFC em trés diluicdes; (B)
esquerda: placa com meio de cultura BDA contendo redutor de colénia e direita: placa com meio de
cultura BDA sem redutor de colénia; (C) aspecto da colénia de contaminante na placa.
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2.8. Para observar ao microscopio oOptico as estruturas do fungo, pode ser utilizada a
técnica da fita adesiva transparente. Para isso, pressionar com cuidado a parte adesiva sobre a
col6nia desenvolvida na placa de Petri com meio de cultura, retirar com cuidado e transferir
a fita com as estruturas aderidas para uma limina de microscopia, com o lado adesivo sobre a
lamina. Observar as estruturas do fungo (geralmente conidioforos e conidios) a0 microscopio
optico em aumento entre 200 a 400X (Figura 10). Comparar as estruturas com figuras e des-
crigbes de publicacdes sobre o género Trichoderma.

Foto: Zayame Vegette Pinto.

Figura 10. Aspecto microscopico das estruturas de Trichoderma harzianum.

Repeticio

Devem ser feitas duas pesagens do produto (item 1.2), sendo que de cada pesagem deve ser
realizada duas séries de diluicio (item 1.6). Das trés diluigdes selecionadas, devesse plaquear
cinco repeticdes por diluico (item 2.3) (Figura 11).
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Produto
|
Pesagem 1 Pesagem 2
Diluigdo Dilui¢do Diluigdo Diluigdo
seriada 1 seriada 2 seriada 1 seriada 2
Escolher 3 Escolher 3 Escolher 3 Escolher 3
dilui¢des diluigbes diluigdes diluicdes
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Figura 11. Esquema das repeti¢des utilizadas na metodologia para anlise da qualidade - unidades

formadoras de colonias.

Determinagio do namero de unidades formadoras de colonias
Fazer a contagem do numero de colonias, por placa, no tempo de 72 e/ou 96 horas, e

determinar o niimero segundo a formula:

Numero de unidades formadoras de colénias/mL ou grama=UFC/mL ou grama= (niime-
ro meédio de col6nias nas placas X diluicio escolhida da amostra X 10.
Deve ser realizado o calculo para cada placa das duas pesagens, separadamente. Posterior-

mente, obter a média aritmética para cada pesagem.

Etapas comuns s metodologias: armazenamento das amostras e limpeza

Logo apos as analises, as amostras deverdo ser lacradas e armazenadas conforme recomen-
dagdo do fabricante até a data de validade. O armazenamento, em condigdes adequadas, ¢
importante para caso haja necessidade de repeticio dos procedimentos. Apos este periodo ou,
se ndo houver mais interesse nas amostras, as mesmas deverio ser autoclavadas a 120 °C por 20
minutos, e em seguida descartadas. Em caso de produto comercial, ha a necessidade de atender
as normas de descarte de embalagens.

Antes e apos a realizacdo das analises ¢ fundamental a limpeza das instalagdes. Neste caso,
sugerese os procedimentos padrdes de cada instituicdo, sempre atendendo as boas praticas

laboratoriais.
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Uso da metodologia no processo produtivo

Apds a obtencio da cepa que sera registrada e comercializada, o processo produtivo possui
algumas etapas basicas que podem ser divididas em: 1* - manutengio/preservagio da matriz
(ingrediente ativo da formulacio); 2* - producio de indculo visando a producio em larga
escala; 3* - producido massal por meio da fermentacio liquida, solida e/ou bifasica; 4* - benefi-
ciamento/formulagio; 5° - preparacio do lote e empacotamento (embalagem); 6- transporte/
comercializagdo; 7 - controle de qualidade (que permeia praticamente todas as fases; 8° - assun-
tos regulatorios; e 9°- pesquisa e desenvolvimento (Tabela 2).

As metodologias desenvolvidas no Projeto Qualibio podem ser utilizadas nas diferentes
etapas da producio de produtos a base de Trichoderma. Na produgio do indculo pode ser
utilizada a contagem de conidios visando a calibraio da suspensio que sera adicionada no
substrato para a producio massal. Na producio massal e beneficiamento podem ser utilizadas
as metodologias de contagem de conidios, viabilidade e unidades formadoras de colénias, com
0 objetivo de monitorar o processo, detectando possiveis contaminagdes e falhas com rapidez
para adequar o ingrediente ativo de acordo com o registro. No final do processo produtivo, no
controle de qualidade, podem ser utilizadas as metodologias do niimero de conidios viaveis e
unidades formadoras de colonias com o objetivo de monitoramento para garantir a qualidade
de cada lote. Nio ha regulamentacio sobre o monitoramento dos lotes dentro do periodo de
validade. Assim, cada empresa estipula a regularidade de suas analises. Os resultados devem ser
os mesmos indicados no rotulo e em caso de nio conformidade o lote devera ser recolhido.
Todo este controle garantira a confianga dos consumidores e a seguranca junto aos 6rgios de
fiscalizacio.

Além do processo produtivo, as metodologias podem ser utilizadas na area regulatoria,
de fiscalizacio e de pesquisa e desenvolvimento. Os testes de microgota e de viabilidade de
conidios sio de grandes utilidades para o desenvolvimento da formulacio da cepa. A conta-
gem de unidades formadoras de colonias e contagem de conidios sdo vitais para os testes de
vida de prateleira de novos produtos e para o processo de registro dos produtos nos 6rgaos
competentes, entre outros.

Considerando todos estes aspectos ¢ fundamental que as empresas mantenham em seus
quadros pessoas treinadas nas metodologias, bem como instalagdes adequadas para a realiza-
¢do dos testes de qualidade dos produtos.
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Tabela 2. Uso das metodologias de avaliagio da qualidade de produtos & base de Trichoderma no
processo produtivo.

Processo Metodologia utilizada Fungio
Preservagio/Manutengio da matriz
Produgio de indculo Contagem de conidios Calibrar indculo
Produgio massal Viabilidade dos conidios Monitorar produgio
Beneficiamento/Formulagio Contagem de conidios Monitorar producio
Viabilidade dos conidios Avaliar a concentragio do produto

Unidades formadoras de colonias

Preparacio do lote/empacotamento (embalagem)

Transporte /comercializacio

Controle de qualidade Unidades formadoras de colonias Monitorar a vida de prateleira*
Contagem de conidios
Viabilidade dos conidios

Regulatorio Unidades formadoras de colonias Registro do produto
Contagem de conidios
Viabilidade dos conidios

Pesquisa e desenvolvimento Contagem de conidios Melhorar o processo produtivo
Viabilidade dos conidios Teste de formulacio
Unidades formadoras de colonias Desenvolvimento de novos produtos

Ensaios de eficiéncia em campo para o
controle biologico de doencas e promogio de
crescimento de plantas/aumento de produtivi-

dade da cultura

*A metodologia utilizada depende do registro.

Consideracoes finais

A taxa composta anual de crescimento (CAGR) do mercado de biopesticidas, sejam os mi-
Cro ou macrorganismos, cresce em torno de 17% ao ano no Brasil e no mundo. Esse aumento
no consumo dos produtos formulados contendo agentes de biocontrole tem melhorado a
qualidade dos produtos biologicos disponiveis, aumentado a oferta de novos produtos no
mercado, estabelecido normas de registro adequadas aos produtos contendo os agentes de
biocontrole, estimulado o investimento em pesquisa e desenvolvimento, estimulado a criacio
de novas empresas no setor e também incrementada a formagio de profissionais na area. O
crescimento desta cadeia produtiva tem levado os Orgos regulatorios a compreenderem os
modos de acio dos agentes de biocontrole e com isso importantes conquistas na area regulato-
ria, como o registro por alvo bioldgico e dispensa do uso dos simbolos da caveira e das duas
tibias cruzadas em rotulo, bula e embalagem de produtos Classe Toxicoldgicas I1I e IV, vem
sendo obtidas. Também as instituigdes de pesquisa e de fomento & pesquisa estio investindo
no desenvolvimento de novas pesquisas com controle biologico. Esse maior investimento tem
levado 4 criacio de novos grupos de pesquisas na area no Brasil.
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O crescimento do setor, consequentemente, tem colaborado para estimular a integracio
do controle biologico nos sistemas de manejo de pragas e doencas de plantas, com impor-
tantes ganhos para a sociedade, pois estd conduzindo a uma redugio do uso de pesticidas
quimicos na agricultura.

O crescimento do mercado mundial para biopesticidas, sem duvida, esta relacionado ao
controle de qualidade dos produtos biologicos, pois aumenta a confianga dos agricultores em
adquirir os produtos. Também tem reduzido a oferta de produtos sem as garantias exigidas
pelos Orgdos registrantes, pois sem um controle eficiente dos produtos registrados se torna
dificil a comercializagio de produtos de baixa qualidade.

A padronizagio de metodologias de analise de conformidade e controle de qualidade de
produtos biologicos pelos drgaos competentes facilitara a fiscalizado, o registro de produtos
biolbgicos, a analise da concentracio pelos laboratorios e a comparacio dos resultados de
pesquisa na area, bem como maior entendimento dos usuarios.

Alem dos testes de concentracio do ingrediente ativo dos produtos a base de agentes
de controle biologico, outros testes deverdo ser incluidos no controle de qualidade, como a
eficiéncia/estabilidade da cepa; presenca de contaminantes; e estabilidade da formulacio, entre
outros. Essas etapas serdo rapidamente exigidas pelo mercado consumidor. Com o avanco na
pesquisa de fermentagio liquida e dos metabolitos produzidos por Trichoderma, novas meto-
dologias de controle de qualidade devero ser desenvolvidas, visando além da concentracio do
fungo, estabelecer a concentragio de determinadas substancias presentes na formulagio com
acio antagdnica aos fitopatogenos produzidas por Trichoderma.

Glossario

Conidio: estrutura nio sexual de reproducio de fungos.

Conidio ativo ou em processo de germinagio: o conidio que aumentou de tamanho
em relacio a0 nio germinado, mas que ainda nio emitiu tubo germinativo.

Conidio germinado: o conidio apresenta tubo germinativo com pelo menos o mesmo
comprimento que o tamanho do conidio.

Conidios inativos: conidios ndo viaveis.

Conidios nio germinados: conidios que podem ou nio estar viaveis, porém nio for-
mou tubo germinativo com pelo menos 0 mesmo comprimento que o tamanho do conidio.

Conidios viveis: sio os conidios ativos e os germinados.

Conidioforo: estrutura do fungo produtora de conidios.

Gréinulos: tipo de formulagio de produto biologico em forma de grinulos que se desfe-
zem na presenca de gua.

Po-molhavel: tipo de formulacio de produto bioldgico composta pelo ingrediente ativo e
inerte que permita a mistura com 4gua, formando suspensdes dotadas de grande estabilidade.
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