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FERMENTACAO LIQUIDA DE Clonostachys rosea E BIOEFICACIA CONTRA Sclerotinia

sclerotiorum
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RESUMO - O controle biolégico aumentativo em que os antagonistas sdo aplicados em areas
agricolas pode substituir os agrotoéxicos. Entre os agentes de biocontrole, Clonostaschys rosea

possui capacidade de suprimir a esporulacdo de fungos fitopatogénicos, além de colonizar tecidos
senescentes e mortos. A fermentagéo liquida submersa promete reduzir o tempo de cultivo e
aumentar os ganhos econémicos e de producéo. A fermentagéo solida em gréos de arroz apresentou
uma concentragdo maxima de 1,09 x 10° conidios/g ap6s sete dias de cultivo, enquanto na
fermentacao liquida chegou a 2,28 x 10° conidios/mL apds sete dias em C:N = 50:1, além de uma
inducéo na producdo de microesclerddios de 1,66 x 10%/mL apds sete dias em meio C:N = 10:1,
ambos suplementados com farelo de soja. Em biorreator de bancada, o maior pico de producdo
ocorreu no 4° dia resultando em 1,1 x 10° conidios/mL e 5,2 x 108 UFC/mL. No bioensaio de
antagonismo, tanto os conidios submersos quanto os microesclerddios de C. rosea foram capazes

de inibir a viabilidade de esclerddios do patégeno Sclerotinia sclerotiorum. Em suma, ambos sistemas

de fermentacao (liquida e sélida) estudados proporcionam rendimentos promissores que sustentam
a producédo comercial de C. rosea, e a utilizacdo de biorreatores promove uma melhor produgéo em

menor tempo em comparacao a fermentacao sélida-estatica.
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ABSTRACT - Augmentative biological control in which antagonists are applied to agricultural crops

can replace chemical pesticides. Among the biocontrol agents, Clonostaschys rosea has the ability

to suppress the sporulation of plant pathogenic fungi, in addition to rapidly colonizing senescent and
dead plant tissues. Submerged liquid fermentation enables to reduce the cultivation time while
economically increasing the yields. In this study, solid fermentation in rice grains showed a maximum
concentration of 1.09 x 10° conidia/g after 7 days of cultivation, while in liquid fermentation it reached
2.28 x 10° conidia/mL after 7 days at C:N = 50:1, but also induced the production of microsclerotia up
to 1.66 x 10*/mL after 7 days in medium C:N = 10:1, both supplemented with soyflour. In order to
improve production, fermentation batches carried out in a benchtop bioreactor promoted the
production peak on the 4™ day, corresponding to 1.1 x 10° conidia/mL and 5.2 x 10® CFU/mL. For the
bioassay, both submerged conidia and microsclerotia of C. rosea were able to inhibit 100% viability

of sclerotia of Sclerotinia sclerotiorum. Therefore, both fermentation systems (liquid and solid) tested

here provide high yields that support the commercial production of C. rosea and the use of bioreactors

improves spore yields in shorter time than the solid-state fermentation.

Keywords: Biological control, Submerged liquid fermentation, Solid state fermentation, Clonostachys
rosea, Sclerotinia sclerotiorum.

1. INTRODUCAO

Controle biologico pode ser conceituado como o uso de um organismo para reduzir a
densidade populacional de outro organismo que causa perdas na producdo agricola, como as
pragas, doengas e plantas invasoras. Um dos tipos de controle biol6gico é o aumentativo em que 0s
antagonistas, os entomopatdgenos, os parasitoides e os predadores sdo aplicados de forma massal
em uma cultura vegetal. Esse tipo de controle é o mais conhecido entre os agricultores, pois tem
como base a aplicacdo de um agente de biocontrole disponivel no mercado. Assim, é fundamental
para o desenvolvimento desta técnica realizar a multiplicacdo em larga escala dos microrganismos,
que € a fase que representa um grande limitador para o crescimento do controle biolégico. Dentre
0s antagonistas utilizados no controle biolégico de doencas de plantas se destacam os fungos, sendo
as hifas, blastosporos ou conidios aéreos ou submersos utilizados nas aplicagdes inoculativas e
inundativas (FARIA; WRAIGHT, 2001; LEITE et al., 2003; WRAIGHT et al., 2001).

Os fungos filamentosos do género Clonostachys, pertencentes a familia Bionectriaceae,

ordem Hypocreales e filo Ascomycota, sdo encontrados em solos e restos vegetais. Em virtude da
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sua capacidade de suprimir a esporulagéo de fungos fitopatogénicos, colonizar tecidos senescentes
e mortos, promover crescimento de plantas e induzir resisténcia nas plantas, Clonostachys rosea é
um importante antagonista (MORANDI et al., 2000, 2001; MOUEKOUBA et al., 2014; NOBRE et al.,
2005; SUTTON et al., 1997). Clonostachys rosea se destaca como um potencial fungo para o
desenvolvimento de bioprotetores devido a sua agdo contra fungos fitopatdbgenos como Sclerotinia
sclerotiorum e Botrytis cinerea e também contra nematoides e insetos parasitas de plantas, como a
mosca-branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) (BYRNE; BELLOWS, 1991; CARVALHO et
al., 2018).

A producdo em massa de agentes fangicos de controle bioldgico depende dos processos de
fermentagdo soélida, liquida ou bifasica. Sendo o método em estado sélido, que utiliza graos de
cereais como principal substrato de crescimento, e a fermentacdo bifasica que propde a cultura de
propagulos por fermentacgdo liquida que serdo usados como inoculo para a produgdo de conidios
aéreos em meios solidos, os processos mais empregados pelas industrias (MASCARIN et al., 2010).
Porém, a fermentacdo soélida-estatica apresenta gargalos, tais como altos custos dos substratos a
base de cereais, intensa demanda por méo de obra, maior chance de contaminacéo, deficiéncias de
automacdo, longos periodos de fermentacdo e falta de controle das condi¢cdes nutricionais e
ambientais (SANTOS et al., 2021).

A fermentacéo liquida submersa é a alternativa promissora, pois promete reduzir o tempo de
cultivo e aumentar os ganhos econdmicos e de producdo. Além da possibilidade de controlar os
nutrientes do meio, como vitaminas, sais, fontes de carbono e nitrogénio, também apresenta
facilidade e flexibilidade em manipular o ambiente fisico durante o processo fermentativo. Associado
a essas facilidades, o cultivo submerso permite a obtencédo de propagulos de interesse, tais como
conidios submersos, blastosporos, micélios, clamidésporos e microesclerédios (JACKSON et al.,
2010; MASCARIN et al., 2015; ORTIZ-URQUIZA et al., 2010).

Dessa forma, o presente estudo teve como obijetivos: i) verificar o impacto da origem do
in6culo sobre a producao de conidios por C. rosea em arroz, ii) otimizar os parametros nutricionais
para fermentacdo submersa de Clonostachys rosea e iii) testar a eficacia dos propagulos produzidos

contra S. sclerotiorum em condicdes de laboratério.
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2. MATERIAL E METODOS

1.1. Isolado e manutencéo da cultura

Clonostachys rosea (LQC-62 ou CMAA-1284, GenBank MG489966, Sisgen AOOAFAF) e S.
sclerotiorum, provenientes da Colecao da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, SP, Brasil, foram os
organismos utilizados nos estudos. A preservacdo dos fungos foi por meio fragmentos, de 5 mm de
didametro de colonias esporuladas, adicionados em tubos de criopreservacdo, com 1,5 mL de solucéo
de glicerol a 20% (v/v), e armazenados a -40 °C. A partir dos criotubos, os microrganismos foram
transferidos para placas de Petri (90 x 15 mm, Pleion®) contendo 20 mL de meio de Batata-Dextrose-

Agar (BDA, Difco®) e incubados em camara por 14 dias a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12:12h.
2.2 Fermentacéo sélida-estatica em gréos de arroz

Para a fermentacdo de C.rosea em meio solido, foram utilizados 300 g de arroz parboilizado
(Raroz), umedecido com 600 mL de agua destilada durante 1h. Em seguida, o excesso de agua foi
removido e 15 g de arroz mido (umidade inicial igual a 39%) foram distribuidos em 12 frascos de
Erlenmeyers (125 mL, tipo baffled, Exom®), vedados com tampd&es de algod&do hidréfobo e papel
aluminio para autoclavagem por 20 minutos a 121 °C. Apés a autoclavagem, o papel aluminio foi
removido para permitir troca gasosa durante o processo fermentativo. Esse ensaio contemplou dois
tratamentos, cujo objetivo foi investigar a influéncia de dois tipos de in6culos sobre a producao de
conidios em arroz. O tratamento 1 consistiu na suspensao de conidios submersos produzidos pela
fermentagéo liquida (aqui denominado de pré-cultura liquida), e o tratamento 2 foi atribuido a
suspenséao de conidios aéreos provenientes de culturas com 14 dias de crescimento em meio BDA
e preparada por meio da adicdo de 10 mL de uma solucao de polissorbato a 0,04% (Tween 80) para
coleta dos esporos. Os frascos contendo a massa de arroz umido foram inoculados com 1,5 mL de
cada suspensdo de C. rosea ajustada para 5 x 10° conidios/mL e, em seguida, agitados para
homogeneizar o inGculo na massa de arroz. Os tratamentos foram mantidos em BOD a 25 + 2 °C
com 12h de fotofase por sete dias. Transcorrido esse periodo, foram adicionados 50 mL de solug&o
surfactante (0,05% de Break Thru (MSO), Evonik®) em cada frasco, levados a uma incubadora
shaker (280 rpm e 28 °C) por 30 minutos e ao banho de ultrassom por cinco minutos, de forma a
promover um desprendimento dos conidios do arroz. ApGs essas etapas, foi realizado uma diluicdo
seriada e com auxilio de camara de Neubauer realizada a contagem de conidios sob microscopio de
luz (Leica MD250) com aumento de 400X. Os resultados foram expressos em conidios/g de arroz
seco, apos correcao feita pela umidade inicial do arroz (média de 39% peso/peso). O experimento

foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) envolvendo dois tratamentos com seis
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repeticbes cada, obtendo-se um n = 12 para cada tratamento. O mesmo experimento foi repetido no

tempo por duas vezes usando indculos fungicos novos.
2.3 Fermentacéo liquida submersa com selecéo de fontes de nitrogénio

A composic¢do nutricional do meio de cultura teve como fontes de proteina, o extrato de
levedura (Acumedia, NEOGEN), o farelo de algoddo (Pharmamedia®, AMD), o farelo de milho
(Protenose®, Ingredion) e o farelo de soja (Baker’s soyflour®, ADM) todos contendo inicialmente 36
g carbonol/L, pH inicial 6.0 e relacdo C:N de 10:1 para formacgéo de microesclerédios e relacao C:N
de 50:1 para maior formacgéo de conidios. Com densidade inicial de inéculo 1 x 107 conidios/mL na
cultura liquida (proveniente da pré-cultura) e 12h de fotofase. A dextrose mono-hidratada (Ingredion®)
a 25% (p/v) foi usada em todos os ensaios como principal fonte de carbono (Tabela 1). O experimento
foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) incluindo 8 tratamentos com 6

repeticbes cada.

Tabela 1. Composicdo dos meios de cultura liquidos utilizados na fermentacdo submersa de Clonostachys
rosea.

Pré-
Ingredientes cultura 1 2 3 4 5 6 7 8
Relagdo C:N 50:1 50:1 50:1 50:1 50:1 10:1 10:1 10:1 101
pH inicial 6 6 6 6 6 6 6 6 6
In6culo 1x107 (mL) 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Meio Basal (mL) 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Dextrose 25% (mL) 37,2 37,2 36,4 36 36,4 21,2 18 154 17,7
H20 Destilada (mL) 2,1 2,1 3,6 4 3,6 15,5 22 246 22,4
Extrato de Levedura
(9) 0,7 0,7 3,30
Pharmamedia (g) 0,76 3,83
Baker’s soyflour (g) 0,84 4,25
Protenose (g) 0,77 3,90
Volume total (mL) 100 100 100 100 100 100 100 100 100

A inoculacdo dos meios liquidos em frascos foi feita com a pré-cultura liquida, conforme
descrito no item 2.2. O material da raspagem foi transferido para um tubo Falcon® com 10 mL de
Tween 80 0,04%. Posteriormente foi realizada a diluicdo seriada para contagem de esporos na
camara de Neubauer. Assim, foi inoculado 10 mL dessa suspensao conidial com concentracéo de
inéculo de 1 x 107 conidios/mL nos frascos de Erlenmeyer tipo baffled com 3 defletores basais (250
mL) com tampa de aco inox (que permite trocas gasosas) contendo 90 mL de meio liquido. A pré-
cultura ficou quatro dias na incubadora shaker com agitacéo orbial (248 rpm, didametro orbital de 28

mm, Solab®), a 28°C com pH inicial de 6. A inoculacéo dos tratamentos foi feita adicionando-se 10
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mL da suspensao (pré-cultura) contendo 1 x 107 conidios/mL nos frascos de Erlenmeyer (250 mL)
com 90 mL de meio. Esses frascos foram incubados em shaker orbital (248 rpm) a 28 °C e
fotoperiodo de 12:12h por sete dias. As contagens de esporos e microesclerédios foram realizadas
do 2° ao 7° dia de fermentagcdo. Para determinar a concentracdo de conidios submersos, uma
aliquota de 1 mL de cultura liquida foi retirada dos frascos e diluida sucessivamente para contagem
em camara de Neubauer (Figura 1A). A quantificacdo de microesclerédios foi realizada utilizando o
método de contagem em lamina de vidro coberta com laminula (24 x 50 mm) (Figura 1B). O caldo
fermentado passou por uma diluigdo de 10* e foi adicionado 100 uL diretamente na lamina, e
somente microesclerédios com tamanho de 50 a 500 um foram computados. Os resultados foram

expressos em conidios submersos/mL e microesclerédios/mL.

Figura 1. Propagulos submersos de Clonostachys rosea produzidos em frascos agitados. A) Conidios
submersos observados na microscopia de luz no aumento de 400X. B) Microesclerddios observados no
aumento de 200X. C) Colbnias ap6s 4 dias de crescimento em meio BDA+0,1% Triton X-100.

A determinacdo dos propégulos viaveis foi realizada determinando as Unidades Formadoras
de Coldnias (UFC) em placas de Petri (90 x15 mm) contendo 20 mL de BDA com Triton X-100®
(Synth®) e cloranfenicol. Apés a diluicdo seriada das amostras obtidas na fermentagdo liquida,
transferiu-se para o meio uma aliquota de 50 uL da suspenséao de C. rosea da diluicdo de 107. As
placas foram incubadas em BOD a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12:12h e a contagem do nimero
de UFC foi feita ap6s quatro dias (Figura 1C). Para a realizacdo da secagem da biomassa produzida,
no sétimo dia de fermentacéo, todo o volume da cultura liquida foi misturado com 5% de diatomita
M2D (Diatom®) e transferido para um filtro de papel com gramatura de 80 g/m? para filtracéo a vacuo
em funil de Blichner acoplado a um Kitassato. A secagem foi conduzida em camara de leito horizontal
com aeracao forcada (UR ar = 18-50%) por 15 h a 22 + 2 °C até atingir umidade final < 5% (p/p).

Apds secagem, 0s materiais foram triturados até se obter granulos finos (< 2 mm).

2.4 Bioensaio de Clonostachys rosea vs. Sclerotinia sclerotiorum
O estudo de parasitismo de C. rosea sobre esclerédios de S. sclerotiorum foi realizado com
24 placas de Petri (90 x 15mm) contendo 30 g de solo seco autoclavado cada, e umidade do solo

ajustada para 100% da capacidade de campo, usando agua destilada esterilizada. Os esclerddios
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foram produzidos em meio BDA apés 25 dias de incubacéo do fungo em BOD. Apdés a distribuicéo
de 12 esclerddios por placa, foram aplicados 10,5 mL da suspenséo de C. rosea e 10,5 mL de 4gua
destilada no tratamento controle, também foi necessaria a adicdo de 16 pL de solucdo surfactante
(0,02% de Break Thru (MSO), Evonik®), para que a suspensédo se espalhasse mais facilmente no
solo. As placas foram incubadas por 14 dias em BOD a 25 °C e 12h de fotofase, quando os
esclérodios foram removidos do solo e desinfestados superficialmente com etanol 70% (1 min),
hipoclorito de sédio 2% (1 min) e lavados em agua destilada esterilizada trés vezes. Para verificar a
viabilidade dos esclerédios, os mesmos foram colocados em meio Neon-S (1 L de agua; 40 g de
BDA Difco®, 50 mg de azul de bromofenol, 50 mg de cloranfenicol, 50 mg de acido livre 2,4-D),
adicionando-se 12 esclerddios por placa (90 x 15 mm), e incubados por sete dias. A avaliacéo foi
realizada observando a mudanga de cor induzida bioquimicamente pela germinacdo do patégeno
(esclerédios viaveis e germinados mudaram a cor do meio de roxa para amarelo).

Os tratamentos avaliados, em seis repeticdes, foram: T1 = controle com agua destilada, T2 =
suspenséao de conidios da fermentagéo solida em arroz, T3 = suspenséo de conidios da fermentacao
liguida (meio T3, Tabela 1) e T4 = suspensao de microesclérodios da fermentagéo liquida (meio T7,
Tabela 1). Nos tratamentos 2 e 3 a densidade de in6culo foi 1 x 108 UFC/g de solo seco e no
tratamento T4 foi de 2,5 x 10° microesclerédios/g de solo.

2.5 Validagéo da fermentacéo liqguida em biorreator de bancada

O ensaio com biorreator de bancada de 3 L (Eppendorf®, BioFlo/CelliGen® 115) foi conduzido
com o meio T3 da Tabela 1 para validar a producéo de conidios submersos. A pré-cultura foi a
mesma da Tabela 1 e foi utilizada ap6s cinco dias de fermentagcédo em frascos agitados. O meio foi
inoculado com uma pré-cultura liquida na concentragdo de 1 x 107 ou 5 x 107 conidios/mL utilizando
180 mL de in6culo (10% v/v), considerando um volume util final de 1,7 L. O pH inicial do meio foi
ajustado para 6,0 e ndo teve controle ao longo do processo fermentativo. Os parametros iniciais apos
inoculagéo foram: agitagdo de 400 rpm, aeragdo de 1,0 L/min e 28 °C. Os parametros foram
monitorados e foram retiradas amostras a cada 24h até o 4° dia de fermentacgéo visando a contagem
de conidios, UFC e medicdo do pH. Foram testadas duas densidades iniciais de inéculo: 1 x 10’
conidios/mL no ensaio BR 1 e 5 x 107 conidios/mL no ensaio BR 2.

2.6 Analise dos dados

Os dados de producao de conidios aéreos, conidios submersos e microesclerédios foram
ajustados com modelos generalizados lineares com distribuicdo negativa binomial com ou sem
interacdo dos efeitos fixos no preditor linear. Quando houve efeito significativo, as médias foram
comparadas pelo método de Tukey HSD a P < 0,05. As andlises foram realizadas no ambiente

estatistico R (https://cran.r-project.org/).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fermentacéo solida em farinha de arroz

A fermentacéo de C. rosea em graos umidos de arroz apresentou uma concentracdo maxima
de 2,08 x 10° conidios/g ap6s sete dias de cultivo em frascos Erlenmeyer, utilizando como fonte de
in6culo inicial a suspensao de conidios feita a partir de culturas crescidas em BDA. Esse rendimento
supera o resultado obtido por Maganhoto (2020) que conseguiu no maximo 1,87 x 10° conidios/g de
arroz apo6s 30 dias de incubacdo em embalagens plasticas, o que demonstra a marcante diferenca
no tempo de producdo. A hipétese deste estudo foi verificar se a forma de in6culo teria influéncia na
producéo de conidios em arroz por C. rosea; logo, o indculo derivado das culturas crescidas em BDA
apresentou uma média de 8,10 x 102 conidios/g, enquanto o inéculo da suspenséo feito com pré-
cultura liquida conferiu uma média de 1,09 x 10° conidios/g, concluindo que ndo ha diferenca
estatistica na producéo de conidios entre as duas formas de inéculo testadas (x>= 1,26, P= 0,26,
Figura 2).

Fermentacao soélida-estatica
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Figura 2. Impacto do tipo de inéculo (conidios de BDA e conidios de pré-cultura liquida) sobre o rendimento
de conidios aéreos de Clonostachys rosea produzidos em arroz imido apés sete dias de incubacéo.

3.2 Fermentacdo liqguida de C. rosea em diferentes fontes de N e relagdes C:N

A relagdo C:N, fonte de nitrogénio e tempo de cultivo influenciaram significativamente a
producdo tanto de conidios submersos quanto de microesclerddios nas culturas liquidas de C. rosea
(Figura 3). Essas culturas liquidas comecaram com uma densidade inicial de 1 x 10° conidios/mL e
cresceram significativamente ao longo do tempo, chegando a 2,28 x 10° conidios/mL apés sete dias
de fermentacdo em meio com C:N = 50:1 e farelos de soja (x?>= 41,6, P<0,01) Esse resultado é
superior ao obtido por Carvalho et al (2018), cujo rendimento maximo atingiu apenas 1,52 x 10’
conidios/mL em sete dias de cultivo. A maior concentracdo de microesclerddios foi de 1,66 x 10*/mL

apo6s sete dias com o meio contendo farelo de soja e C:N = 10:1 (x?>= 27,4, P= 0,006). Em
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contrapartida, Maganhoto (2020) reportou um rendimento maximo de 5,33 x 10®microesclerédios/mL
apos seis dias de cultivo. Os resultados deste ensaio evidenciam a importancia da fonte de nitrogénio
e da relagéo C:N para formacgéao e producao de conidios submersos e microesclerddios de C. rosea,
corroborando com estudos anteriores feitos com outras espécies fungicas (JACKSON; JARONSKI,
2009; KOBORI et al., 2015).
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Figura 3. Efeito da interagc&o de nitrogénio e relacdo C:N sobre a cinética de producado de conidios submersos
e microesclerédios de Clonostachys rosea sob cultivo liquido submersos em frascos agitados. Legenda: BSF
= farelo de soja, EL = extrato de levedura, PH = farelo de algodao, PR = protenose. Médias seguidas pela
mesma letra dentro de cada intervalo de tempo e relagdo C:N (10:1 ou 50:1) indicam que as fontes de nitrogénio
nao diferem entre si (Tukey HSD, P < 0,05).

3.3 Validacéo da fermentac&o em biorreator de bancada

Com o intuito de ampliar a escala de producéo de C. rosea, foi realizada a fermentagcédo em
biorreator automatizado de bancada, utilizando o meio contendo farelo de soja, relacdo C:N de 50:1
e pH inicial 6.0, pois proporcionou maior rendimento de conidios submersos e microesclerédios sob
cultivo liquido em frasco agitado. O pH variou pouco durante a fermentacéo e estacionou entre 5,4 e
5,9. Foram testadas duas densidades iniciais de in6culo: 1 x 107 conidios/mL no ensaio BR 1 e 5 x
107 conidios/mL no ensaio BR 2, sendo que o segundo ensaio apresentou o pico de producéo no 4°
dia, correspondendo a 1,1 x 10° conidios/mL (Figura 4) e 5,2 x 108 UFC/mL. Esse resultado é mais
promissor em relacao ao trabalho de Maganhoto (2020), que obteve uma concentracao de conidios
e propagulos viaveis de 1,49 x 10’ e 1,12 x 10’ UFC/mL ap6s cinco dias de cultivo, respectivamente.
Também €é mais promissor se comparado com o estudo de Carvalho et al. (2018), que teve uma
concentracdo maxima de 1,01 x 108 conidios/mL apés sete dias de fermentacéo.

Quanto aos parametros fermentativos controlados (Figura 5), nota-se um decréscimo no
consumo de oxigénio (DO) no ensaio BR 2 mais acentuado do que no ensaio BR 1 nas primeiras 24

h de cultivo, o que pode estar relacionado a maior carga inicial de indculo. Esse rapido consumo de
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oxigénio no ensaio BR 2 nas primeiras 24 h de cultivo acelerou a cinética de producéo de conidios
submersos em relacdo ao ensaio BR 1 (Figura 5). No ensaio BR 1, o decréscimo de DO foi mais
lento ao longo dos dias, o que pode ter refletido numa menor produgéo de esporos submersos. Em
ambos os casos, o valor de DO foi ajustado para se manter acima de 40% com a agitacdo e fluxo de
ar (aeracéo).

| RIRA G one EARISGT Sl 8 3
Figura 4. Evolucéo na producao de conidios submersos de Clonostachys rosea dura
fermentagé@o no ensaio BR 2 em biorreator de bancada, observados em microscopia de luz com aumento de
400x.
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Figura 5. Monitoramento dos parédmetros fermentativos (DO e Agitacéo) dos ensaios BR 1 (A) e BR 2 (B) de
Clonostachys rosea em biorreator de bancada em sistema de batelada. Rendimento de conidios submersos
(C) e propéagulos totais viaveis em UFC/mL (D).

3.4 Eficacia de propagulos submersos de C. rosea sobre S. sclerotiorum

Conidios submersos e aéreos e microesclerédios de C. rosea inibiram 100% a germinagao
miceliogénica de esclerddios de S. sclerotiorum, os propagulos submersos (Figura 6). No controle,
todos os esclerddios estavam viaveis. Esses resultados indicam que os propagulos de C. rosea,

provenientes de fermentacdo liquida ou solida, foram eficazes na inibicdo de germinagdo dos
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esclerodios de Sclerotinia. Esses resultados estdo de acordo com os de Maganhoto (2020), em que

0s propagulos obtidos nos diversos tipos de fermentacao inibiram a germinacao dos esclerddios.

Figura 6. Culturas flngicas obtidas a partir do reisolamento dos tratamentos T1, T2, T3 e T4 apés sete dias
de crescimento, com mudanca de coloracdo do meio Neon-S para amarelo apenas no T1 (controle), enquanto
todos os tratamentos que receberam aplicagdo no solo com Clonostachys rosea resultaram em 100% de
inibicdo da viabilidade de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum (note colonizagdo dos esclerédios por C.
rosea).

4.  CONCLUSAO

Os sistemas de fermentacgéo liquida e solida proporcionam rendimentos economicamente
viaveis e promissores que sustentam a producdo comercial de C. rosea LQC-62. Conidios
submersos e microesclerédios foram capazes de inibir 100% a viabilidade de esclerddios do de S.
sclerotiorum. Portanto, esses resultados geram subsidios que fomentam o desenvolvimento de um
bioproduto inédito a base de conidios submersos e/ou microesclerddios de C. rosea para uso no

manejo integrado de mofo-branco e outros potenciais alvos.
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