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Resumo!

Multiplicacdo em larga escala do agente de controle biologico Trichoderma

asperellum

O controle biolégico ¢ uma alternativa para o manejo de fitopatdogenos
associados ao solo. Adicionalmente, associado a técnicas de manejo, se torna uma
importante estratégia de producdo sustentavel e econdmica. O Trichoderma spp. tem
grande potencial de controle devido aos seus diferentes mecanismos de agao se tornando
um dos principais agentes de biocontrole. A partir da demanda interna do laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura para experimentos laboratoriais e
com o avang¢o dos estudos em campo, necessitou-se produzir em maior quantidade
in6culo de Trichoderma asperellum e, com os resultados dos experimentos, a produgao
se estendeu a propriedades parceiras. Uma das premissas do controle bioldgico ¢ a
redugdo da utilizagao de agroquimicos, a producao massal de Trichoderma asperellum
em arroz ¢ uma opg¢do para a redugdao das aplicagdes quimicas em campo, assim O
presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento da metodologia de produgdo
massal sendo possivel ser realizada por produtores para consumo na propria
propriedade. A partir da metodologia descrita, € possivel obter uma producao de 520 kg
de arroz colonizado em 15 dias por pessoa com a concentragio de 10'° conidios/g.
Portanto, o procedimento descrito permite a facil multiplicacdo do Trichoderma
asperellum realizada por produtores que tenham como objetivo reducao de custos e a

producdo de alimentos mais sustentaveis.

Palavras chaves adicionais: biocontrole, antibiose, fusariose.
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Abstract

Large-scale multiplication of the biological control agent Trichoderma asperellum

Biological control is an alternative for the management of soil associated
phytopathogens. Additionally, associated with management techniques, it becomes an
important sustainable and economic production strategy. Trichoderma spp. has great
control potential due to its different mechanisms of action becoming one of the main
agents of biocontrol. From the internal demand of the Embrapa Mandioca and
Fruticulture Phytopathology Laboratory for laboratory experiments and with the
advancement of the field studies, it was necessary to produce in greater quantity
inoculum of Trichoderma asperellum and, with the results of the experiments, the
production extended to properties. One of the assumptions of the biological control is
the reduction of the use of agrochemicals, the mass production of Trichoderma
asperellum in rice is an option for the reduction of the chemical applications in the field,
so the present work had the objective of developing the mass production methodology
being possible be carried out by producers for consumption on the property itself. From
the described methodology, it is possible to obtain a production of 520 kg of rice
colonized in 15 days per person with the concentration of 10'* conidia / g. Therefore,
the described procedure allows the easy multiplication of the Trichoderma asperellum
carried out by producers whose goal is to reduce costs and to produce more sustainable

food.

Additional key words: biocontrol, antibiosis, fusariosis.
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Introducio

A banana ¢ um dos alimentos basicos mais produzidos de ordem mundial,
ficando atras do arroz, trigo e milho (2). A producao no cenario mundial se distribui em
trés principais regioes, a Asia com 55,8%, as Américas com 24,7% e a Africa
produzindo 17,9%. Com uma darea cultivada proxima a 5,4 milhdes de hectares, a
producao mundial da fruta em 2016 foi préxima a 114 milhdes de toneladas. O Brasil ¢
0 quarto maior produtor de banana com uma contribuicdo de 6% da producdo mundial
(2). No Brasil os estados que detém a maior producao em 2017 sao Sao Paulo, Bahia,
Santa Catarina e Minas Gerais respectivamente, totalizando 50% da producao brasileira
A3).

A produgdo de banana ¢ afetada por diversas doengas durante o seu ciclo, entre
elas a murcha de Fusarium, causada pelo fungo de solo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (11). No Brasil, o primeiro registro do fungo foi em 1930 no estado de Sao
Paulo, causando grandes prejuizos na cultivar Maga. Além disso, a raga 1 do fungo
também afeta o subgrupo ‘Prata’ que ¢ um dos cultivares mais plantados pelos
agricultores brasileiros onde apresenta suscetibilidade, causando grandes prejuizos (4,8)

O F. oxysporum ¢ um fungo de solo que causa as murchas vasculares, onde o
patégeno inicialmente infecta as raizes, em resposta a infeccdo sdo produzidas no
xilema tiloses, gomas e géis. O xilema tem sua coloracdo modificada para marrom
avermelhado ficando obstruido e assim impedindo toda a translocagdo de agua e sais,
onde a planta comeg¢a a murchar e além da murcha, observa-se o amarelecimento
inicialmente das folhas mais velhas e quebra do peciolo (11). O controle da murcha de
Fusarium ¢ dificultado devido sua caracteristica monociclica, por persistir no solo por

longos periodos sem o hospedeiro por meio da formagdo de clamidésporos. O controle

! Artigo formatado de acordo com as normas da revista Summa Phytopatholigica



quimico ¢ inexistente ¢ manejos de solo alternativos ndo obtiveram sucesso em uma
producao a longo prazo (7,11).

O controle biologico juntamente com um manejo integrado ¢ uma importante
ferramenta para a supressao da doenga. A utilizacdo de agentes de biocontrole, como o
Trichoderma asperellum € uma estratégia que vem sendo muito utilizada no manejo de
fitopatogenos associados ao solo (1). O Trichoderma asperellum se torna um bom
agente de controle bioldgico por conta de seus diversos mecanismos de a¢ao sobre o
patogeno como a liberacdo de enzimas extracelulares (5), a competi¢do por nutrientes,
indugdo de resisténcia sist€émica e estimulador de crescimento vegetal (10).

Diante disso, este artigo descreve uma metodologia pratica de produgdao massal
do Trichoderma asperellum em arroz com utilizagdo no controle biologico, onde o

objetivo final € a transferéncia de tecnologia para unidades produtoras de banana.
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Material e métodos
O processo de produgdo massal de Trichoderma asperellum foi desenvolvido e
validado no Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz da
Almas-BA. O isolado de T. asperellum CPMF-1007 (cédigo inicial Tri 81) pertence a
colecao biologica da Embrapa Mandioca e Fruticultura, o isolado foi validado em
experimentos anteriores com potencial antagonico a Fusarium oxysporum f. sp. cubense
e com propriedade inerente a promogao de crescimento. Armazenado no laboratorio de

Fitopatologia em agua estéril e em papel filtro com silica gel a 8°C+4.

Inoculo inicial

Para o preparo do inéculo inicial, realizou-se a repicagem do isolado para uma
placa de Petri contendo meio de cultura batata, dextrose e agar (BDA). Posteriormente,
a placa foi mantida durante sete dias em temperatura de 25 °C, com fotoperiodo de 12
horas. Apds o periodo de incubagao, a colonia de Trichoderma asperellum foi repicada
para novas placas contendo BDA, a fim de se obter uma quantidade suficiente de
inéculo para o preparo da suspensdo inicial de conidios, a depender da quantidade de
indéculo a ser produzido.

Em média, uma placa de 90 mm de diametro ¢ suficiente para realizar a
infestacdo inicial de 1,5 kg de arroz. As mesmas condigdes de temperatura e
fotoperiodo, citadas anteriormente no processo de incubagdo, sdo utilizadas nessa etapa

durante sete dias.

Suspencao de conidios
Apo6s esse periodo, ¢ realizado o preparo da suspensdo de conidios. Em cada

placa de Petri foi adicionado sobre a colonia de Trichoderma asperellum 10 mL de dgua
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destilada esterilizada e realizada a raspagem total da colonia com uma escova de dente.

ApoOs a raspagem, a suspensao na placa foi filtrada em uma peneira simples de inox para

retirada do excesso
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Figura 1- A: Trichoderma asperellum em placa com
meio BDA totalmente colonizada apos 7 dias na
BOD. B: Adigdo de agua destilada e esterilizada. C:
Raspagem superficial da placa com auxilio de uma
escova dental desinfestada. D: Transferéncia do
material resultante para o recipiente passando por uma
peneira para a contengdo de materiais indesejaveis. E:
Demonstragdo do  correto  procedimento  de
transferéncia. F: Placa apdés a raspagem e
transferéncia do liquido. G: Recipiente contendo a

suspencdo concentrada apds raspagem de todas as

(Figura 1).
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Ajuste de concentracio

Durante o intervalo de preparo até a inoculagdo no arroz, a suspensdo de
conidios de Trichoderma asperrellum deve ser armazenar em geladeira. Todo o material
utilizado no processo de preparo da suspensao de conidios e inoculagdo no arroz deve
ser esterilizado em autoclave, a temperatura de 121 °C e pressao de latm por 20
minutos. A suspensao de conidios ¢ quantificada em camara de Neubauer em

microscopio optico e ajustada para 10° conidios/mL (Figura 2 e 3).

E1 E2 |E5
.
" N
E3 E4
Figura 2- Localizagdo dos campos Figura 3- Area dentro dos
1 e 2 para quantificagdo na camara subcompartimentos vermelhos para
de Neubauer contagem de conidios de Trichoderma spp.-

El, E2,E3, E4 e ES.

Preparo do arroz

O arroz utilizado como substrato para multiplicagdo do Trichoderma asperellum
deve ser o arroz branco. Antes de realizar a infestagdo com a suspensdo de conidios, o
arroz foi submerso em agua a 100 °C por 10 minutos para realizar o pré-cozimento. Em
seguida foi retirado o excesso de agua, deixando o arroz escorrer por 10 minutos. O
arroz com o aspecto de cozido, mas ainda com os graos duros, foi fracionado em 0,5 kg
em embalagens plasticas, com capacidade para 5 kg. Em seguida realizou-se a

autoclavagem a temperatura de 121 °C e pressdao de latm por 20 minutos. Apds essa
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etapa, foi necessdrio deixar o arroz esfriar até atingir a temperatura ambiente para

proceder a infestagdo com conidios de Trichoderma asperellum (Figura 4).

Figura 4— A: Arroz tipo 1 utilizado na culinaria; B: Arroz em um recipiente para seu pré-cozimento; C:
Adigdo de agua a 100 °C; D: Fracionamento em embalagens plasticas, contendo em cada 0,5 kg; E:
Autoclavagem do arroz a temperatura de 121 °C e pressdo de latm por 20 minutos; F: Embalagem
apos a esterilizacdo em autoclave.

12
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Inoculacao

Em cada saco com 0,5Kg de arroz esterilizado foi adicionado 10 mL da
suspencao de conidios com uma seringa e agulha esterilizada. Em seguida realizou-se a

homogeneizagao do arroz com a suspensao (Figura 5).

Figura 5— A: Suspengdo de conidios ajustada para inoculagdo; B: Inoculagdo com 10
mL da suspen¢do com auxilio de seringa e agulha estéril; C: Arroz homogeneizado
apos a inoculagdo.

Incubagao

A incubagdo do arroz infestado com o Trichoderma asperellum foi realizada em
camara de crescimento, em temperatura de 28 °C£2, com fotoperiodo de 12 horas. Apds
72 horas, o arroz foi revolvido e realizada a abertura de aproximadamente Scm na

embalagem, com uma lamina de bisturi, para realizar a aeracdo (Figura 6).

Figura 6 — A: Abertura da embalagem para realizar a troca gasosa, corte realizado com auxilio de
bisturi estéril; B: Apos a agitagdo para homogeneizagao.
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Qualidade final

Deve-se realizar outra agitacdo apds cinco dias da infestagdo. No final do
processo 10 a 15 dias apos a infestacdo do arroz com conidios de Trihcoderma
asperellum as embalagens devem estar com coloragdo verde escuro predominante
(Figura 7). Desejando manter a alta qualidade do agente de controle biologico deve-se
realizar as andlises de quantificagdo, pureza e viabilidade do indculo, conforme
metodologia desenvolvida pela Embrapa Meio Ambiente “Curso Teorico e Pratico —
Avaliagdo da qualidade de produtos a base de Trichoderma”, desejando manter a

eficiéncia e qualidade final do produto bioldgico (Figura 8).

Figura 7- Arroz inoculado com
Trichoderma asperellum apbs o
decimo dia da inoculagdo

Durante o processo de incubagdo, os sacos que apresentarem coloragdo atipica,

Figura 8 — A: Placa contendo amostras do Trichoderma asperellum ja preparadas para crescimento e
avaliagdo de conidios viaveis. B: Vista através de microscopio optico de conidios de Thichoderma
asperellum (conidio germinado, conidio ativo ndo germinado e conidio inativo) apds 14 horas de
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diferente de verde escuro, devem ser removidos da camara de crescimento para evitar a
contaminagdo de outras embalagens. Deve-se realizar o monitoramento da velocidade
de colonizacdo ao longo do tempo, o aumento da velocidade de colonizagdo, perdas
acima de 10% por contaminantes externos, descoloracdo tipica de colonizagdo do
Trichoderma asperellum e ineficiéncia de controle em campo sdo com o objetivo de

manter uma cepa eficiente sem perdas de qualidade (Figura 9).

Figura 9- Embalagem da direita com descoloragdo
causada por contaminag@o externa
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Resultados e discussoes

Observou-se que apds o pré-cozimento do arroz o mesmo teve um aumento de
10% no seu volume. Com a metodologia aplicada conseguiu-se uma produtividade de
520 kg de arroz inoculado com Trichoderma asperellum em 15 dias com uma
concentracio final de 10' conidios/g. Contudo, apds a inoculacio ocorreu uma
contaminagdo de 10% das embalagens. Ao décimo dia, o arroz foi totalmente
colonizado apresentando a cor verde escuro predominante.

Em trabalho realizado por Thangavelu, R. (8), realizando a produgao em massa
de Trichoderma harzianum para o controle da fusariose da banana, onde utilizou os
substratos, farelo de arroz, grao de arroz, estrume, pseudocaule de bananeira e folha de
bananeira seca. Apos testes de crescimento avaliou-se que o melhor crescimento no
substrato em estudo foi em folha de bananeira seca, assim descartando como fonte de
substrato os graos de arroz selecionados por esta metodologia, apesar da concentragao
obtida em folhas de bananeira secas serem maiores quando comparadas as
concentragdes obtidas nesta metodologia, a multiplicagdo em arroz ¢ facilitada pelo facil
acesso a matéria prima, simples processo de produ¢do, concentragdo de conidios
superior a de produtos comerciais e sdo adotados pelos produtores.

No controle bioldégico um dos objetivos ¢ a diminui¢do do consumo de
defensivos agricolas nas culturas, a redu¢do do impacto negativos no ambiente e na
saude humana, onde cada vez mais o produtor visa a redugdo dos custos de producdo
aumentando sua lucratividade e o mercado consumidor preza por produtos livres de

residuos quimicos.
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Para atingir o sucesso do controle biologico de um fitopatdogeno € necessario um
conjunto de técnicas de manejo do cultivo para potencializar a sua eficiéncia e nao
dependendo somente do agente de controle bioldgico.

As inimeras vantagens da producao do fungo em arroz estao no custo reduzido,
pela facil disponibilidade da matéria prima e do controle de qualidade realizada pelo
proprio produtor. Assim, a partir da qualidade final, a dosagem do produto para a
utilizacdo em campo foi determinada com a aplicacdo de 100 g/ha, com aplicagdes
mensais, sendo recomendado a aplicagdo via irrigacao para uma distribuicao eficiente e
econdmica, facilitando o manejo e aumentando a eficiéncia.

Dessa forma, este artigo descreveu a metodologia de produgao massal de
Trichoderma asperellum em arroz para a produgdo em laboratérios € em pequenas
unidades localizadas nas propriedades interessadas, sendo possivel ser realizada pelos

produtores.
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