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Resumo

Sabendo-se que o meio de produgdo pode influenciar significativamente na
qualidade dos propagulos, este trabalho é a primeira etapa na definigdo de
metodologia de producdo e objetivou definir o efeito de fontes e doses de
compostos nitrogenados sobre o crescimento de isolados de Trichoderma spp.,
potenciais agentes de controle de doencas. Inicialmente, avaliou-se seu efeito
sobre o crescimento micelial em meio sélido e verificou-se um maior
alongamento da hifa e menor densidade do micélio quando comparado ao meio
padrdo, o BDA Y. Em cultivo em meio liquido, houve uma interacéo
significativa das fontes e doses de N utilizadas. O crescimento micelial foi
maior utilizando-se nitrato de amonio (NH,NO,) guando comparado a extrato de
levedura e observou-se um comportamento linear no crescimento fdngico nas
doses utilizadas.
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Introducao

O género Trichoderma compreende espécies de fungos filamentosos,
mesofilicos pertencente a ordem Hypocreales, freqientemente encontrados no
solo onde exercem antagonismo a varios fitopatégenos, através do parasitismo
e/ou antibiose, bem como por hiperparasitismo (Martins-Corder & Melo, 1998).
Este género é um dos mais estudados entre os fungos filamentosos devido ao
seu grande potencial de aplicagdo do ponto de vista industrial e biotecnoldgico
(Samuels, 1996).

Recentemente, os processos de fermentagdo bindrios, que compreendem uma
etapa em meio liquido e uma segunda em meio semi-sélido, tém possibilitado
maior produtividade de propagulos de agentes de controle bioldgico para a
formulacéo (Alzugaray, 2007). O crescimento microbiano resulta da resposta
metabdlica dos microorganismos as condicdes ambientais e maioria dos fungos
pode assimilar nitrogénio inorgénico sob a forma de nitrato ou amdnia em
adicdo a utilizagdo de grande diversidade de compostos orgénicos nitrogenados
(Carlile & Watkinson, 1997). O equilibrio de fontes de carbono, nitrogénio,
fésforo, vitaminas e micronutrientes sdo fatores decisivos para o crescimento e
esporulacao dos microrganismos (Silva & Melo, 1999).

Assim, faz-se necessério otimizar as condi¢gdes de fermentagdo nas duas
etapas, buscando maior biomassa na primeira etapa e maior produgdo de
conidios. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento e a producgéo de
biomassa de isolados de Trichoderma expostos a diferentes fontes e
concentragdes de N, no intuito de otimizar a producéo destes isolados como
agentes de controle biolégico.

Material e Métodos

Nos estudos realizados, foram utilizados quatro isolados: Trichoderma.
harzianum LCB 47, T. viride LCB 48, T. koningi LCB 49 e T. polysporum LCB
50, os quais sdo mantidos em meio de cultura sob refrigeracdo na colecédo de
microorganismos do Laboratério de Controle Biologico da Embrapa Semi-Arido,
Petrolina - PE.

Foram avaliados dois meios de cultura derivados do meio salino bésico (BSM)
- CaCl,0,8 g.L'", MgS0,.7H,0 0,4 g.L", K,SO, 1,4 g.L'", KH,PO, 0,2 g.L",
solucdes traco de microelementos e FEEDTA 0,1 g.L', adicionados de 0, 10,
50, 100 e 200 mg.L""de NH,NO_e O, 20, 50, 100 e 200 mg.L" de extrato de
levedura.



Crescimento de isolados de Trichoderma sp. em diferentes fontes e concentracdes 73
de nitrogénio

No primeiro experimento, discos de 5 mm de didmetro de meio de cultura BDA
com conidios dos respectivos isolados foram transferidos para placas de Petri
contendo os meios de cultura e, a seguir, foram incubadas em BOD a 27 =+
2°C. As medicdes do crescimento micelial foram realizadas a cada 24 h até a
completa colonizacdo da placa. O experimento foi montado em um esquema
fatorial com 4 isolados x (2 fontes de nitrogénio x 5 doses) + 1 meio padréo
(BDA), em um delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes. Para
fins de comparacéo foram utilizadas placas de Petri contendo meio de cultura
BDA 4.

Em um segundo experimento, utilizou-se os mesmos meios de cultura descritos
anteriormente, sem a adigdo de agar. Inicialmente, foi obtida uma suspenséo de
conidios de Trichoderma spp. a partir de placas de Petri, contendo meio BDA
Ya. Para fermentacédo, foram utilizados frascos de vidro contendo 25 mL de
meio de cultura ao qual adicionou-se 100 pL de uma suspensdo de 1,0 x 10°
conidios.mL". Apés a inoculacéo, os frascos foram colocados em mesa
agitadora orbital TE-145 (Tecnal), em agitacdo a 120 r. p. m. numa sala com
temperatura controlada a 28 + 2 °C. A avaliacdo do crescimento foi realizado
em trés intervalos de tempo (4, 6 e 10 dias), determinando-se a biomassa
micelial obtida ap6s filtracdo dos meios de cultura em papel de filtro
previamente pesado.

Resultados e Discussao

Avaliando o efeito de fontes e doses de nitrogénio no crescimento em meio
sélido, verificou-se um rapido crescimento micelial dos isolados (Fig. 1). Nao
se verificou diferencga significativa no comportamento dos isolados com relacéo
ao elongamento do micélio. No entanto, houve interacao significativa entre as
fontes de nitrogénio e as doses utilizadas. Aos dez dias apds a inoculagéo,
todos os isolados alcancaram um didmetro de colbnia superior ao demonstrado
em meio BDA em meio de cultivo contendo a dose mais baixa de nutriente,
139= 17,1, P = 0,0017).
Quando comparado com o meio BDA, verificou-se visualmente uma menor

verificado em contraste ortogonal pelo teste de F (F

densidade de micélio a superficie do meio BSM em detrimento das
139= 4,05; P=0,029), com maior
desenvolvimento obtido em meio contendo nitrato de amdnio como Unica fonte

concentragdes e fontes de N avaliadas (F

de nitrogénio.
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Fig. 1. Crescimento de isolados de Trichoderma spp. (média + desvio padrio)
medido pelo didmetro das coldnias (mm) crescidas em meio sélido BSM acrescido
de diferentes doses e fontes de nitrogénio - extrato de levedura (A) e nitrato de
amoénio (B) -, ao décimo dia de incubacdo a 28 +2°C.

Na fermentagdo em meio liquido, ndo se verificou diferenca significativa na
s3e= 0,805, P= 0,499). A
massa de micélio produzida apresentou interagdo significativa com as doses e

producdo de massa micelial entre os isolados (F

fontes de nitrogénio, com valores superiores para a fonte inorganica (Fig. 2).
Este comportamento difere do esperado, ja que em outros fungos filamentosos
o crescimento é superior em meios de cultura contendo fontes orgénicas de
nitrogénio (Silva & Melo, 1999).

Independentemente da fonte, os isolados apresentaram producdo de pigmento
de coloragdo amarelada nas doses muito baixas de nitrogénio. Segundo Rangel
& Roberts (2007), os fungos apresentam respostas metabdlicas a estresses
ambientais que podem resultar no acimulo de compostos que venham a alterar
sua composicdo bioquimica, adequando-o ao ambiente em que se encontra.
Segundo estes autores, pode se verificar o acimulo de aglcares, proteinas e
metabdlitos secundarios ndo usuais em funcgdo de estresses nutricionais e/ou
ambientais.
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Fig. 2. Crescimento de isolados de Trichoderma spp. (média + desvio padrdo) em
fermentacdo em meio de cultura liquido em funcdo de fontes - extrato de levedura (A)
e nitrato de amoénio (B) - e da concentragcdo de compostos nitrogenados apés dez
dias de incubagdo em agitacao orbital a 120 rpm a 28°C.

As equacdes de regressado apresentadas na Tabela 2 mostram que ndo se
alcancou a méaxima produtividade possivel com as doses de N avaliadas. No
entanto, com a continuidade dos estudos sera avaliado, ainda, o efeito de um
maior tempo de fermentacdo e a transferéncia da biomassa para condigtes de
fermentacdo semi-sélida. As doses utilizadas deverdo alcancar & méxima
eficiéncia econdmica da producgédo de conidios, ajustando-se a maxima produti-
vidade e custo compativel.

Tabela 2. Equacdes de regressdo linear do crescimento dos isolados de
Trichoderma spp. em fermentacéo liquida em funcéo da concentragdo de
compostos nitrogenados em meio BSM.

Isolados Extrato de Levedura
8= Yo + ax ' R P
T. harzianum LCB 47 3 =15,63+0,211x 0,92 0,0091
T. koningii LCB 48 § =14,33+0,219x 0,95 0,0040
T. viride LCB 49 i =19,57 +0,197x 0,98 0,0012
T. polysporum LCB 50 9§ = 20,35+0,181x 0,96 0,0030
Isolados - . NH4NOs
9 = Yo + ax R? P
T. harzianum LCB 47 5 =24,27 +0,4357x 0,96 0,0033
7. koningii LCB 48 3 =24,31+0,4717x 0,97 0,0016
T. viride LCB 49 '3 =27,99+0,4582x 0,93 0,0078

T. polysporum LCB 50 §=27,57+0,4291x 0,95 0,0053
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Nos experimentos desenvolvidos, verificou-se que embora o micélio alcancasse
grande crescimento, houve reducdo da densidade micelial na superficie do meio
BSM sélido em detrimento da fonte e dose de nitrogénio e a fonte inorgénica
de N apresentou maior produtividade de biomassa micelial em meio liquido.
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