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DEFINICAO DE PARAMETROS PARA A PRODUCAO DE BIOMASSA DE Cercopora aff.
canescens EM FERMENTACAO LIQUIDA
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RESUMO- O objetivo desse trabalho foi identificar pardmetros na composicdo de meios de
cultura que influenciam na producdo de biomassa em fermentagdo liquida de Cercospora aff.
canescens (CMAA 1444), isolado selecionado como candidato a mico-herbicida no controle
biolégico de Ipomoea spp. (cordas-de-viola). Onze ensaios foram realizados e, em cada ensaio foi
utilizado meio de cultura Czapek-Dox modificado com diferentes combinagfes de trés niveis dos
parametros: relagéo C/N, relagdo N/C, pH, sulfato de magnésio,e sulfato de potassio. Erlenmeyers
contendo cinco discos de micélio do isolado fungico foram mantidos em agitador orbital (150 rpm) a
25 € em luz continua. Apés 7, 14 e 21 dias de crescimento, a biomassa fungica de cinco
repeticdes foi filtrada e seca a 70 C até a obtencédo de peso constante. A taxa de acumulo de
biomassa seca (g/50mL de meio) por dia foi calculada por regressao linear e as biomassas
comparadas por intervalo de confianga. As maiores taxas de biomassa seca por dia foram de 0,85
g a 1,09 g/50mL. As maiores biomassas foram observadas aos 21 dias variando de 3,56 a 4,08
g/50mL. Os fatores de crescimento identificados nos meios de cultura com maiores taxa de
crescimento foram relacdo C/N 10:1 e 50:1; relagdo N/C 50:1 e 100:1, pH 4 e 7; sulfato de
magnésio 0,25 g e 1 g; sulfato de pétassio 0,25 g e 1 g. Esses fatores poderdo subsidiar ensaios
de otimizagdo de producéo de inoculo de Cercospora aff. canescens, fundamentais para o

desenvolvimento de um mico-herbicida no controle das cordas-de-viola.
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ABSTRACT — The aim of this work was to identify parameters in culture media content
which influence the biomass production under liquid fermentation of Cercospora aff. canescens
(CMAA 1444), an isolate selected as potential mycoherbicide to control Ipomoea spp. (morning
glories). Each of the eleven assays were carried out using Cpazpek-Doz media modified with
different compositions considering three levels of the following parameters: C/N ratio, N/C ratio, pH,
magnesium sulphate, and potassium sulphate. Erlenmeyers containing five mycelia disks from the
isolate were maintained in an orbital shaker (150 rpm), at 25 <C under continuous light. After 7, 14
and 21 days of incubation, the biomass from five repetitions was filtered and dried at 70 < until
constant weight. The dry biomass accumulation rate (g/50mL of culture media) per day was
calculated using linear regression, and the biomass compared by using confident interval. The
highest dry biomass accumulation rates per day ranged from 0.85 g to 1.09 g/50mL. The highest
biomass was observed 21 days after incubation ranging from 3.56 to 4.08 g/50mL. The growth
parameters identified in the culture media that provide the highest dry biomass accumulation rate
were C/N ratio 10:1 and 50:1; N/C ratio 50:1 and 100:1, pH 4 and 7; magnesium sulphate 0.25g
and 1 g; potassium sulphate 0.25g and 1 g. These parameters can be used to optimize further
investigations for inoculum production of Cercospora aff. canescens, essential for the development

a mycoherbicide to control morning glories.

Keywords: Ipomoea spp., morning glories, biological control, mycoherbicide, Cercospora leaf spot.

1. INTRODUCAO

As espécies Ipomoea nil, |. hederifolia, I. quamoclit e I|. grandifolia, popularmente
conhecidas como cordas-de-viola, sdo importantes invasoras em areas de cana crua, uma vez que
apresentam capacidade de germinar sob a camada de palha que se forma em &reas de cana-de-
acucar manejadas sem queima (MONQUERO et al.,, 2011). Essas plantas séo trepadeiras
agressivas que interferem, ndo apenas na capacidade produtiva da cultura, mas dificultam o corte
mecanizado, comprometendo o rendimento das maquinas e qualidade do produto colhido
(BHULLAR et al., 2012). Além disso, a presenca da palha diminui a eficacia tanto de herbicidas
pré-emergentes quanto pés-emergentes (SILVA; MONQUERO, 2013; PI1ZZO et al., 2010).



]
4,
&

CVONAL
Qe M0,

15° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cientifica — CIIC 2021
01 a 02 de setembro de 2021
ISBN 978-65-994972-0-9

Nesse contexto, as cordas-de-viola foram selecionadas como alvo potencial para estudos
de controle bioldgico pelo método mico-herbicida, com o uso de fungos fitopatogénicos. A partir de
levantamento da micobiota de Ipomoea spp. e de estudos de epidemiologia de doencas associadas
as cordas-de-viola, um isolado de Cercospora aff. canescens CMAA 1444 (GenBank MG652650)
foi selecionado como candidato a mico-herbicida por ser capaz de causar mancha foliar seguida de
desfolha nas plantas-alvo (SANTOS et al., 2016; NECHET et al., 2019).

Entretanto, os principais obstaculos sdo o uso de alta concentracdo de inéculo da
suspensdo (2x107 conidios/mL) para causar desfolha nas plantas e a dificuldade de producéo de
indculo desse isolado, uma vez que o género Cercospora é de dificil esporulacdo in vitro, o que
constitui um entrave para o desenvolvimento de um produto biol6gico (NECHET; HALFELD-VIERA,
2019).

Atualmente, o uso da técnica difasica € necessario para a producdo de inoculo de
Cercospora aff. canescens, e essa estratégia envolve duas técnicas de fermentacdo (liquida e
sélida). Na fase de fermentacdo liquida produz-se a biomassa do fungo que apés dias de
crescimento é triturada e disposta em meio de cultura sélido, em incubadora por mais 5 dias, para
a producao de in6culo. A otimizacdo da fermentacédo liquida pode reduzir o tempo de producéo de
biomassa fungica aumentando a eficiéncia da técnica difasica para a produgédo de propagulos de

Cercospora aff. canescens.

O objetivo deste trabalho foi identificar parametros na composi¢cdo de meio de cultura
Czapek-Dox que influenciam na producdo de biomassa de Cercospora aff. canescens em

fermentacdo liquida.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Microbiologia Ambiental “Raquel Ghini” da
Embrapa Meio Ambiente utilizando o isolado Cercospora aff. canescens (CMAA 1444). O isolado
foi repicado para placas de Petri contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar), mantidos
por sete dias em incubadora a 25°C em fotoperiodo de 12 h sob lampadas de luz negra (Modelo
F15T8-BL/GE/15 watts). Apds este periodo, cinco discos de BDA contendo crescimento flngico
foram transferidos para Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido sintético Czapek-
Dox modificado (DHINGRA,; SINCLAIR, 1995).
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Cada ensaio foi constituido de uma combinacéo diferenciada dos seguintes componentes
do meio de cultura Czapek-Dox: dextrose (CsH1206H20-40% C), nitrato de calcio (Ca(NOs3)2.4H.0-
17% N), sulfato de magnésio (MgSO47H.0), fosfato de potassio (K;HPO.), cloreto de potéssio
(KCI), e sulfato de ferro (FeSO4H.0). A quantidade utilizada em cada combinagéo variou de acordo
com o nivel do componente em cada ensaio (Tabela 1). Para os componentes KCl e FeSO.4H,O
utilizou-se 0,5 g e 0,364 g, respectivamente, em todos 0s ensaios.

Tabela 1. ParAmetros e niveis (baixo, central e alto) utilizados nos ensaios para a otimiza¢éo da producao de
biomassa de Cercospora aff. canescens CMAA 1440

Niveis
Parametros Cadigo -1(baixo) 0 (central) 1 (alto)
C:N X1 10:1 50:1 100:1
N:C X2 10:1 50:1 100:1
pH X3 4 7 8,5
Sulfato de Magnésio (g) X4 0,25 1 2,5
Sulfato de potassio(g) Xs 0,25 1 2,5

Cada ensaio foi constituido de um meio Czapek-Dox modificado conforme a combinacao
dos niveis dos fatores investigados (Tabela 2). Os Erlenmeyers, contendo cinco discos de micélio
do isolado CMAA 1440, foram mantidos em incubadora orbital a 150 rpm, submetidos a luz
continua a 25 °C. ApGs 7, 14 e 21 dias de crescimento, a biomassa fungica foi filtrada em papel de
filtro Whatman N° 1 e seca em estufa a 70 °C até a obtencdo de peso constante (Figura 1). O

delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 repetices e 3 periodos de coleta (7,
14 e 21 dias), sendo cada repeticdo um Erlenmeyer.

A analise de regressdo linear foi calculada a partir dos dados de biomassa obtidos nos trés
periodos de coleta. A partir das equacdes das retas obtidas, obteve-se a taxa de acumulo de
biomassa seca (g/50mL de meio) por dia (inclinacdo da reta). As biomassas secas obtidas aos 21
dias de crescimento foram comparadas estatisticamente por meio do intervalo de confianca a 95%.
Tratamentos que apresentaram valores coincidentes dentro do intervalo de confianga foram

considerados estatisticamente iguais. Os célculos foram realizados no programa Excel®.
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Tabela 2. Combinagbes dos pardmetros: C:N (X1), N:C (X2), pH (Xs), sulfato de magnésio (X4) e sulfato de

potassio (Xs) para a composi¢do do meio de cultura liquido Czapek-Dox modificado.

Ensaio Meio X1 X2 X3 Xa Xs
1 A -1 - -1 -1 -1
2 B - -1 -1 -1 -1
3 C 0 - -1 1 -1
4 D - 0 -1 1 -1
5 E 0 - 0 0 0
6 F - 0 0 0 0
7 G 1 - 0 1 1
8 H - 1 0 1 1
9 I -1 - 1 1 0
10 J - -1 1 1 0
11 L 1 - 1 1 1

- fator nédo utilizado no ensaio

-1 nivel baixo; 0 nivel central; 1 nivel alto

Figura 1. Esquema dos ensaios da producdo de biomassa de Cercorpora aff. canescens CMAA 1440

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A biomassa seca de Cercospora aff. canescens obtida com cada meio de cultura aos 7, 14
e 21 dias de crescimento é apresentada na Figura 2. Aos 7 dias de crescimento, as biomassas
obtidas variaram de 1,2 g a 2,0 g/50mL. Aos 14 dias de crescimento, essa variacdo foi de 1,20 g a
3,65 g/50mL enquanto que aos 21 dias de crescimento a producdo de biomassa seca variou de

1,20 g a 4,08 g/50mL. Aos 21 dias de crescimento observou-se diferenca entre as producdes de
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biomassa para os meios de cultura. Os meios E, F, G, | e J apresentaram producdo de biomassas

em torno de 1,20 g/50mL, independente do tempo de crescimento (Figura 2).

MeioA g |\/|ei0B Meio C —4— MeioD
===« Meio E Meio F -==-eio G Meio H
Meio | —i— Meio J Meio L

4,5

Biomassa seca de Cercospora aff
canescens (g/50mL)
w
\.

Tempo de Crescimento (dias)

Figura 2. Biomassa seca (g/50mL) de Cercospora aff. canescens CMAA 1440 apos 7, 14 e 21 dias de
crescimento em incubadora tipo Shaker a 25° C sob luz continua em diferentes composi¢cées de meio

sintético Czapek-Dox. Valores representam a média de 5 repeticdes.

A taxa de acumulo de biomassa seca (g/50mL de meio) por dia calculada para os meios de
cultura é apresentada na Tabela 3. As taxas observadas variaram de zero (meio J) a 1,09 g/50mL
(meio A) com maiores taxas de crescimento por dia observadas para os meios de cultura A-1,09
g/50mL (C/N 10:1; pH 4; 0,25 g Sulfato de magnésio; 0,259 Sulfato de pétassio), D-0,99 g/50mL
(N/C 50:1; pH 4; 1 g Sulfato de magnésio; 0,25 g Sulfato de pétassio), L-0,88 g/50mL (C/N 50:1; pH
7; 1 g Sulfato de magnésio; 1 g Sulfato de potassio) e H- 0,85 g/50mL (N/C 100:1; pH 7; 1 g Sulfato
de magnésio; 2,5 g Sulfato de pétassio) (Tabela 3). Os meios de cultura B e C apresentaram taxa
de acumulo de biomassa seca de 0,66 e 0,37 g/50mL, respectivamente. Para 0os demais meios de

cultura , E,F,G,l, e J, a taxa de acimulo de biomassa seca variou de 0 a 0,08 g/50mL (Tabela 3).
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As biomassas secas obtidas com os meios de culturas A, D, L e H, aos 21 dias de
crescimento, variaram de 3,56 a 4,08 g/50mL, ndo diferiram entre si e foram maiores que a

biomassa seca obtidas nos demais meios de cultura (Tabela 3).

Tabela 3. Taxa de acimulo de biomassa seca por dia (g/50mL) e intervalo de confianca da biomassa seca
de Cercospora aff. canescens CMAA 1440 aos 21 dias de crescimento em incubadora tipo Shaker a 25° C

sob luz continua em diferentes composicdes de meio sintético Czapek-Dox.

Meios Taxa de acumulo de biomassa Intervalo de Confianca (95%)
seca/dia (g/50mL) (21 dias)
A 1,09 3,80+0,82*
D 0,99 4,08+0,68*
L 0,88 3,56+1,45*
H 0,85 3,83+0,70*
B 0,60 3,02+0,23
C 0,37 2,20+0,39
E 0,08 1,38+0,10
G 0,05 1,38+0,09
F 0,02 1,41+0,19
I 0,02 1,17+0,02
J 0 1,29+0,09

* Meios de cultura que apresentam biomassa seca com diferenca estatistica das demais biomassas
secas. Valores representam a média de 5 repeticdes.

Nesse trabalho demonstramos que a combinacdo de diferentes fatores de crescimento
influenciaram na producdo de biomassa de Cercospora aff. canescens e as maiores biomassas
foram obtidas aos 21 dias. Os componentes identificados nos meios de cultura com maiores taxa
de crescimento foram relacdo C/N 10:1 e 50:1; relagdo N/C 50:1 e 100:1, pH 4 e 7; sulfato de
magnésio 0,25 g e 1 g; sulfato de potassio 0,25 g e 1 g. O meio de cultura H apresentou aos 14
dias uma biomassa (de 3,65+1,06 g/50 mL) estatisticamente igual a produzida aos 21 dias de
(intervalo de confianca 95%). Portanto, este meio proporcionou a obtencdo da mesma biomassa

em menor tempo de fermentacao.

Fungos do género Cercospora apresentam crescimento lento e raramente esporulam em
meio de cultura (GROENEWALD et al., 2013). Em funcdo disso, muitos isolados de Cercospora

sao eliminados como candidatos a mico-herbicidas baseados apenas na sua baixa capacidade de
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producdo de inéculo. O processo atual de producdo de inéculo de Cercospora aff. canescens é
conhecido por técnica difasica e envolve duas etapas de fermentacdo: fermentacdo liquida e
fermentacédo sélida (WALKER, 1980).

Na etapa de fermentagdo liquida se produz a biomassa do fungo, influenciada pela
combinacgédo de diferentes fatores na composicdo do meio de cultura. O efeito de diferentes meios
de cultura tem sido relatado na producdo de biomassa para outras espécies de Cercospora
(GOMEZ; REIS, 2013; AVILA; PITELLI, 2004). Entretanto, muitos trabalhos sdo delineados
utilizando meios de cultura padronizados que limitam as combinacfes de fatores. Nesse trabalho, o
meio sintético Czapek-Dox foi selecionado e permitiu o uso de diferentes niveis dos fatores relagéo

C/N, N/C, pH e sufalto de magnésio e sulfato de potassio.

Considerando que ndo houve diferenga entre os meios A, D, H e L, os fatores utilizados
nesses meios podem ser utilizados como base para futuros delineamentos de ensaios de
otimizacdo. Outras combinagdes entre esses fatores podem levar a composi¢cédo de um meio liquido
em gue se use quantidades menores de reagentes e que possam viabilizar uma producdo maior de
biomassa e até reduzir o tempo de fermentagéo liquida necessarios para essa producdo. Nesse
estudo, maior biomassa foi obtida aos 21 dias de crescimento, tempo considerado longo para uma
fermentacgédo liquida. Entretanto, o meio H foi capaz de promover a reducédo desse periodo para 14

dias mantendo a mesma estimativa de producéo de biomassa.

A biomassa produzida nessa fase serd utilizada na segunda etapa da técnica difasica
(fermentagéo sdlida) e sua otimizagdo pode influenciar na produgédo de conidios aumentando a
eficiéncia do uso dessa técnica para a producdo de propagulos de Cercospora aff. canescens.
Essa otimizacao é fundamental para o avanco nas etapas de estudo que visa o desenvolvimento
de um produto bioldgico para o controle de Ipomoea spp.

N&o ha produto biolégico comercial de larga escala para o controle de plantas daninhas (BO
BO et al., 2020). O desenvolvimento de um mico-herbicida para o controle de cordas-de-viola é
uma proposta inovadora e atende ao objetivo estratégico da Embrapa de desenvolver tecnologias
de base bioldgica para a geracéo de bioprodutos. Além de contribuir com o desafio de inovacao de
substituir insumos sintéticos por ativos biolégicos para contornar limitacbes produtivas das

principais commodities agropecuarias.
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4. CONCLUSAO

Os fatores de crescimento C/N 10:1 e 50:1; relacdo N/C 50:1 e 100:1, pH 4 e 7; sulfato de
magnésio 0,25 g e 1 g; e sulfato de potassio 0,25 g e 1 g promoveram maiores producao de
biomassa de Cercospora aff. canescens em fermentacdo liquida e subsidiardo ensaios de
otimizacao de producéo de inéculo de Cercospora aff. canescens.
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