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RESUMO

PRODUCAO DE CONIDIOS POR Trichoderma asperellum VIA
FERMENTAGAO LiQUIDA SUBMERSA

Produtos a base de Trichoderma spp. sdo amplamente utilizados na agricultura,
seja para promogado do crescimento de plantas e/ou manejo de doengas. A
produgéo de biomassa de um agente de biocontrole em larga escala é um desafio
para a industria de biolégicos. Neste sentido, fermentacgao liquida € uma estratégia
interessante. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o meio de cultura ideal
para produgao de conidios de Trichoderma asperellum (CNPMF1007), viabilizando
sua produc¢ao em cultura submersa. O experimento foi conduzido no laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura, e disposto em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (4 x 2 x 2) com trés repeti¢cdes. Os
tratamentos consistiram em meios de cultura (Meio Martin [MM], Meio Nutriente
[MN], e meios constituidos de residuos a 30% [AA30] e 50% [AA5Q]); niveis de
agitacéo (constante [CO] e periddica [PE]); fotoperiodos (0 hora escuro [ES] e 12
horas de luz [LZ]). Os ensaios foram realizados em erlenmeyers contendo 200 ml
do meio de cultura liquido e 10 ml da suspenséo de indculo (1 x 108 conidios mL")
mantidos sob temperatura ambiente. As avaliagdes foram realizadas em trés dias
apods a inoculagdo do Trichoderma no meio estabelecido e, entdo, avaliou-se o
numero de conidios (NC), em microscopio, e viabilidade dos propagulos através
das unidades formadoras de coldnias, UFC ml-'. Os meios de cultura, nivel de
agitacéo e fotoperiodo influenciaram significativamente a produgdo de NC e UFC
de Trichoderma asperellum (CNPMF1007), sendo a agitacdo PE e fotoperiodo LZ
que estimulou maior producdo de NC e UFC, esse comportamento também foi
pertinente para o meio de cultura AA50 (6,2 x10° conidios mL-") e (4,5 x 108 UFC
ml-') que destacou-se em comparagdo aos demais, ndo havendo flutuagéo entre

as quantidades de conidios produzidos € os viaveis.

Palavras-chave: controle biologico, produgao de biomassa, meio de cultura.



SUMMARY

PRODUCTION OF CONIDIA BY Trichoderma asperellum VIA SUBMERGED
LIQUID FERMENTATION
Trichoderma spp.-based products are widely used in agriculture, either for
promoting plant growth and/or disease management. Large-scale production of a
biocontrol agent is a challenge for the biological industry. In this sense, liquid
fermentation is an interesting strategy. Thus, the objective of this work was to
investigate the ideal culture medium for the production of Trichoderma asperellum
(CNPMF1007) conidia, enabling its production in submerged culture. The
experiment was conducted in the Embrapa Cassava and Fruits Phytopathology
laboratory, and arranged in a completely randomized design, in a factorial scheme
(4 x 2 x 2) with three repetitions. The treatments consisted of culture media (Martin
Medium [MM], Nutrient Medium [MN], and media composed of 30% [AA30] and 50%
[AA50] residues); agitation levels (constant [CO] and periodic [PE]); photoperiods (0
hours of darkness [ES] and 12 hours of light [LZ]). The assays were carried out in
Erlenmeyer flasks containing 200 mL of liquid culture medium and 10 mL of the
inoculum suspension (1 x 108 conidia mL-1) kept at room temperature. The
evaluations were performed three days after Trichoderma inoculation in the
established medium, and then the number of conidia (NC) was evaluated under a
microscope, and the viability of the propagules was evaluated through colony-
forming units, CFU mL-1. Culture media, agitation level, and photoperiod
significantly influenced the production of NC and CFU of Trichoderma asperellum
(CNPMF1007), with PE agitation and LZ photoperiod stimulating higher production
of NC and CFU. This behavior was also pertinent for the AA50 culture medium (6.2
x106 conidia mL-1) and (4.5 x 106 CFU mL-1) highlighted in comparison to the
others, with no fluctuation between the amounts of conidia produced and viable
ones.

Keywords: biological control, biomass production, culture medium.
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1.0 INTRODUCAO

Trichoderma asperellum é um fungo filamentoso encontrado no solo, que tem
sido amplamente estudado por suas propriedades de biocontrole (ATANASOVA et
al., 2021). Sua agao sobre os patégenos varia desde a competigdo por nutrientes,
producao de antibidticos, substancias volateis e nao volateis, a produgao deenzimas
hidroliticas (LIMA JUNIOR, 2015; MOREIRA et al., 2021). Além do potencial como
agente de biocontrole, algumas espécies desse género, como Trichoderma
asperellum, interagem com as plantas introduzindo resisténcia afatores bibticos e
abidticos e sao responsaveis por promover crescimento das plantas devido a
producao de fitohormdnios e solubilizacao de nutrientes, como fésforo (P), ferro (Fe)
e zinco (Zn) (RUBIO et al., 2012; MOREIRA et al., 2021).

A demanda por agentes de controle biolégico vem crescendo no Brasil e no mundo,
nos ultimos anos (TEIXEIRA et al., 2010) devido ao aumento da preocupag¢ao com a
sustentabilidade e a seguranca alimentar, além da crescente busca por alternativas
aos agrotoxicos convencionais. Dessa forma, espécies do género Trichoderma tem
se mostrado como uma alternativa eficiente e sustentavelaos fungicidas quimicos,
contribuindo para a redugdo do uso de agroquimicos e para a promogao da
agricultura sustentavel (HARAN et al., 2020). Propagulos de Trichoderma podem ser
produzidos em fermentagao liquida ou sélida (SRIRAM; ROOPA; SAVITHA, 2011;
PANAHIAN; RAHNAMA; JAFARI, 2012.).

Atualmente, a producdo massal desse antagonista é feita, principalmente, por
fermentagcdo em meio sélido (MUNOZ et al., 1995; SINGHT; SRIVASTAVA; SINGH,
2007; LOPES,2009; MACHADO et al., 2012;), utilizando-se graos de arroz, milheto,
sorgo, trigo ou em fuba de milho (SINGH et al., 2007) em que o fungo coloniza esses
substratose produz conidios aéreos. Entretanto a fermentacdo solida, apresenta
limitagdes, quanto ao tempo, custo e volume de propagulos produzidos, para atender
a demanda de produgéo industrial desse bioagente.

Para isso, estudos envolvendo, o processo de fermentacdo liquida, fazem-se
necessarios, para obtengdo de caracteristicas desejaveis a produgdo massal
comercial e para viabilizar a producido de conidios de Trichoderma em cultura

submersa, beneficiando, assim, a producao, a comercializagao e a utilizacao de



produtos a base desse bioagente. A fermentagdo liquida permite controle da
producao e tempo de processo, ocupa menor espago e menos mao de obra, alémde
permitir o controle sobre o nivel de contaminacéao, redug¢ao dos custos de produgao,
consequentemente, o precgo final do produto para o agricultor, facilitando,assim, a
producdo abundante de propagulos viaveis (RODRIGUES et al., 2021). Porém, a
esporulacao do Trichoderma por esse tipo de fermentagao ainda constituium desafio,
principalmente devido a dificuldade de induzir a produgéao de conidiossubmersos.

A utilizacdo de residuos como substrato para producdo de Trichoderma em
fermentagdo liquida tem se mostrado uma alternativa viavel, econbmica e
sustentavel, ja que os residuos agroindustriais possuem alto teor de nutrientes, que
podem ser utilizados pelo Trichoderma como fonte de carbono e energia. Além disso,
a utilizacdo de residuos como substrato para a produgdo de Trichoderma em
fermentacdo liquida pode reduzir os custos de produgdo e diminuir o impacto
ambiental, uma vez que esses materiais seriam descartados (MARIANO et al., 2020).
Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o meio de cultura ideal para producgao
de conidios de Trichoderma asperellum (CNPMF1007), viabilizando sua produgao

em cultura submersa.

2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trichoderma asperellum e seu potencial como agente de biocontrole

Trichoderma asperellum é um fungo filamentoso encontrado no solo, que tem
sido amplamente estudado por suas propriedades de biocontrole (ATANASOVA et
al., 2021). Essa espécie de Trichoderma é capaz de antagonizar outros fungos
patogénicos e estimular o crescimento de plantas. Além disso, Trichoderma
asperellum tem sido apontado como uma alternativa promissora para a redugao do
uso de fungicidas quimicos na agricultura, contribuindo para a sustentabilidade do
sistema e a seguranca alimentar. (HARMAN et al. 2004)

Os mecanismos de biocontrole de Trichoderma asperellum incluem a
competicdo por nutrientes e espaco, a produgcdo de enzimas e metabdlitos
secundarios téxicos aos patdégenos, e a ativagdo do sistema de defesa das plantas

(VINALE et al., 2008). A capacidade de produzir esses metabdlitos secundarios é



particularmente relevante, uma vez que muitos deles tém atividade antifungica e

podem ser utilizados para controlar diversas doengas em diferentes culturas

agricolas.
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Figura 1. Mecanismos de agao de Trichoderma no controle de fitopatdgenos e produgao
de compostos relacionados a promocgao de crescimento em plantas. Fonte: adaptado de

Konappa et al., 2020.

O Trichoderma spp. também tém sido utilizado em culturas de gréos, como milho,
arroz e trigo, para o controle de patdégenos que afetam a germinagdo das sementes
e 0 crescimento das plantas. Por exemplo, em um estudo com arroz, o uso de
Trichoderma spp. foi capaz de reduzir significativamente a incidéncia depodridao de

raiz e aumentar a producgéo de graos (MUNIR et al., 2016).

Essa espécie é capaz de colonizar as raizes das plantas e induzir resisténcia
contra estresses bidticos e abidticos (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2014). Assim,
0 uso desse agente de biocontrole € uma estratégia promissora para 0 manejo
integrado de doencgas em sistemas agricolas, contribuindo para a redugdo dos

impactos ambientais e para a seguranga alimentar (SINGH et al., 2016).



Além do seu potencial como agente de biocontrole, o Trichoderma asperellum
pode ser utilizado como promotor de crescimento vegetal. Os mecanismos mais
relatados envolvem: solubilizagcdo de P, Fe e Zn, disponibilidade de nutrientes e
sintese de fitormbénios (MOREIRA et al., 2021). Dessa forma, sua utilizagao pode
contribuir para a melhoria da produtividade e qualidade das culturas agricolas.

Devido a tantos beneficios, a aplicagdo de Trichoderma em sistemas agricolasé
eficaz para o controle de doencgas, contribuindo para o aumento da produtividadee
qualidade dos cultivos, além de ser uma alternativa viavel e eficaz para a redugaodo

uso de insumos quimicos na agricultura (ROY et al., 2019).

2.2 Produtos biolégicos versus insumos quimicos

A utilizacado excessiva de pesticidas quimicos € um problema crescente emtodo
o0 mundo, gerando preocupacgado ambiental e de saude humana (QAMAR et al.,2020).
Por outro lado, o controle biolégico tem sido cada vez mais utilizado como uma
alternativa ao uso de produtos quimicos, com o objetivo de reduzir o impacto negativo
no meio ambiente e na saude humana. A utilizagcdo de Trichoderma comoalternativa
aos produtos quimicos convencionais tem se destacado por sua eficiéncia no
controle de doencgas de plantas e por ser uma op¢&o mais segura e sustentavel para
o meio ambiente (KREDICS et al., 2003).

Com relacdo a produtividade e impacto ambiental, os produtos biolégicos
apresentam uma eficacia semelhante ou até superior aos insumos quimicos, com a
vantagem de reduzir a poluigdo ambiental e preservar a biodiversidade (ROY et al.,
2019).

Os produtos biologicos sao eficazes no controle de doengas e apresentaram
vantagens em relagéo aos insumos quimicos, como a reducéo de residuos quimicos
nos alimentos e a preservacdo da qualidade do solo (GOPALAKRISHNANEet al.,
2019). O uso de produtos bioldgicos pode aumentar a produtividade das culturas,
reduzir o custo de producdo e melhorar a qualidade dos alimentos, assimcomo
também, pode promover a biodiversidade e reduzir a contaminagdodo solo e da
agua. (SINGH et al., 2019).



2.3 Producgao em larga escala de fungos

A producdo em larga escala de fungos € uma area de grande interesse na
biotecnologia, com aplicagdes em diversos setores, como a produgao de alimentos,
medicamentos, produtos quimicos e bioenergia. A otimizacdo do processo de
producao é fundamental para aumentar a produtividade e reduzir os custos (NAIRet
al., 2021).

Um dos principais desafios na produgdo em larga escala de fungos € o controle
das condig¢des de cultivo, como temperatura, pH, oxigenacédo e agitacdo, que podem
influenciar no crescimento e metabolismo dos fungos. A utilizagdo de biorreatores
pode ser uma alternativa eficiente para controlar essas variaveis e aumentar a
producéo de biomassa fungica (SILVA et al., 2020).

A selecdo de linhagens de fungos com alta produtividade e adaptadas as
condigdes de cultivo também é um fator importante na produgcdo em larga escala. A
engenharia genética pode ser uma ferramenta util para desenvolver linhagens de
fungos com caracteristicas desejaveis, como maior resisténcia a estresses
ambientais e maior produg¢ao de metabdlitos (ZHAO et al., 2021).

A produgéo em larga escala de fungos é uma area em constante evolugdo, com
potencial para oferecer solugdes inovadoras e sustentaveis em diversos setores. A
otimizagao do processo de produgao, o controle das condi¢des de cultivo e a selecéo
de linhagens adequadas sao aspectos fundamentais para aumentar a produtividade
e reduzir os custos, tornando essa tecnologia mais competitiva e acessivel.

O género Trichoderma tem sido multiplicado em larga escala via fermentagéo
solida, predominantemente, em arroz parboilizado, havendo rendimento de 2,5 x 10"
esporos/g (PUJOL et al., 2017).

2.4 Alternativas a fermentacgao sélida do Trichoderma

A fermentagdo solida de Trichoderma € uma técnica amplamente utilizada na
producdo de enzimas e compostos bioativos. No entanto, a busca por alternativasa
essa técnica vem sendo objeto de estudo de diversos pesquisadores.

Uma alternativa € a fermentagado liquida, que utiliza meio liquido em vez de

substrato sélido para o crescimento do fungo. Para a produgdo em larga escala sao



necessarios ajustes nas condigdes de cultivo para maximizagdo da produgao de
biomassa e metabdlitos secundarios com atividade antifungica (LI et al., 2021).

A fermentacéao liquida tem vérias vantagens em relagdo a fermentagéo sélida,
incluindo menor custo de produgao, maior controle de processos e menor geragao
de residuos. Além disso, a fermentacao liquida pode ser faciimente escalada para
producdo em grande escala, o que é importante para a produgado comercial de
enzimas (CHENG et al., 2017).

O uso de residuos agroindustriais como substrato para a produgao de enzimas
por Trichoderma em fermentacdo liquida. Os resultados mostraram que a
fermentacgao liquida foi capaz de produzir uma série de enzimas, incluindo celulases,
xilanases, proteases e amilases. (ZHANG et al., 2015).

Outra alternativa é a utilizacéo de bioreatores para a produgéo de enzimas por
Trichoderma. A utilizagdo de um bioreator de alimentagao continua resultou em maior
producao de celulase por Trichoderma em comparagao com a fermentacéo sélida
(ZHANG et al., 2014).

2.5 Otimizagao dos parametros de fermentagao para aumentar a

producaode Trichoderma asperellum.

A producdo de Trichoderma asperellum por fermentacdo € um processo
complexoque envolve a interagdo de diversos parametros, tais como pH,
temperatura, agitagdo e concentragdo de nutrientes. Para aumentar a produgao
dessa espécie fungica por fermentagéo, é fundamental otimizar esses parametros
(FARIA et al. 2019).

A otimizacao dos parametros de fermentagcado € um dos principais desafios para
a producgao em larga escala de Trichoderma asperellum. A temperatura 6timapara o
crescimento desse fungo € de 28°C, enquanto o pH ideal varia de 5,5 a 6,0.Além
disso, a agitacao do meio de fermentagao deve ser controlada para evitar a formagao
de agregados fungicos e garantir a homogeneizagcdo do meio (FARIA et al., 2019).
Outro fator importante é a concentracdo de nutrientes no meio de fermentagdo. O
balanco nutricional, principalmente entre carbono (C), nitrogénio (N) e P influencia

diretamente no crescimento e esporulagdo do fungo(MUKHERJEE et al., 2012;



SANTOS et al., 2016).

2.6 Producao “on farm” de Trichoderma

A produgao on farm de Trichoderma é uma técnica utilizada para produzir este
fungo benéfico em grande escala, para uso na agricultura como agente de controle
bioldgico tem sido cada vez mais adotada pelos agricultores como uma estratégia de
controle de doengas e pragas nas lavouras. Essa pratica se tornou muito interessante
para os produtores que desejam reduzir o uso de agrotdxicos, uma vez que o
Trichoderma é capaz de controlar diversas doencgas que afetam as plantas, além de
promover o crescimentovegetal e melhorar a qualidade dos frutos (HARMAN et al.,
2006).

Constitui de uma alternativa viavel e econémica para a aquisicao de produtos
comerciais e pode ser facilmente realizadapelos agricultores com poucos recursos e
equipamentos simples (SINGH et al.,, 2018), porém envolve a criacdo de um
ambiente adequado para o crescimento dofungo, com substratos, condi¢cdes de
temperatura e umidade controladas.

No entanto, &€ importante ressaltar que a eficacia do controle biolégico
depende da escolha criteriosa da espécie ou cepa de Trichoderma, da sua adaptacao
as condicbes edafoclimaticas da regido e da sua aplicagdo na dose e momento
correto (SHORESH et al., 2010; HARMAN et al., 2010). Portanto, a produg¢ao on farm
de Trichoderma requer conhecimento técnico e cuidados especificos, mas pode
trazer grandes beneficios para a agricultura e para a sociedade como um todo,

ao promover a produ¢ao de alimentos mais saudaveis esustentaveis.

3.0 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a caracterizacdo quantitativa de Trichoderma asperellum, CMF1007,
produzido em substrato liquido, os quais sdo necessarios para otimizar a producao
“on farm” do Trichoderma e com isso estimular a expansdo da multiplicagdo do

defensivo biolégico no Brasil.



3.2 Especifico

e Avaliar se os meios de cultura estimularam maior nimero de conidios (NC)e
a viabilidade dos mesmos através das unidades formadoras de colbnias,
expressas em UFC ml';

e Avaliar se os niveis de agitacdo estimularam maior niumero de conidios (NC)
e a viabilidade dos mesmos através das unidades formadoras de colbnias,
expressas em UFC ml";

e Avaliar se o fotoperiodo estimulou maior numero de conidios (NC) e a
viabilidade dos mesmos através das unidades formadoras de colbnias,

expressas em UFC ml’;

4.0 METODOLOGIA

O estudo foi desenvolvido na Embrapa Mandioca e Fruticultura, municipio de
Cruz das Almas, Bahia. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (4 x 2 x 2), com trés repeticdes. Os tratamentos consistiram em
quatro meios de cultura (Meio Martin [MM], Meio Nutriente [MN], e meios constituidos
de residuos a 30% [AA30] e 50% [AA5Q]); dois estados de agitacao (constante [CO]
e periddica [PE]); dois estados de fotoperiodo (0 hora escuro [ES] e 12 horas de luz
[LZ]). O residuo, oriundo do aproveitamento da agua de arroz parboilizado, numa
relacado 2:1 (agua: arroz; v:v) foi diluido com agua nas concentracoes 30% e 50%.

Para a produgao do in6culo, o isolado de Trichoderma asperellum, CMF1007, foi
cultivado em meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) por sete dias em BOD &
25 °C e fotoperiodo de 12 h. A partir dessas placas, foi preparada a suspensao de
conidios ajustada em camara de Neubauer para 1 x 108 conidios mL-'. A suspenséo
foi utilizada como indculo inicial nos ensaios de fermentagdo emmeio liquido.

Os ensaios foram realizados em erlenmeyers contendo 200 ml do meio de cultura
liquido de acordo ao tratamento e 10 ml da suspensao de indculo. Os pH dos meios
de cultura foram mensurados antes da inoculagao fungica, correspondendo a MM
(6,3), MN (6,8), AA30 (6,99) e AA50 (6,8). Todos os erlenmeyers foram mantidos a

temperatura ambiente, 25 °C, e em agitacdo orbitala 160 rpm, no tratamento



“agitacao constante”, para o tratamento agitacdo periodica foi realizada agitagao
ap6s 3 dias da inoculacdo. Foram avaliados o numero de conidios (NC) e a
viabilidade dos mesmos através das unidades formadoras de colOnias, expressas
em UFC ml'. Essas avaliagbes foram realizadas 3 dias apds inoculag3o.

Para quantificacdo do NC e da UFC, retirou-se aliquotas do meio estabelecido
com Trichoderma. A primeira quantificacéo foi realizada em camara de Neubauer e
microscopio de luz. A ultima, utilizou-se placas contendo meio BDA.100 uL da
suspensao previamente preparada da diluicao seriada foi plaqueada mantida por 48
horas a 25 °C + 2 e fotoperiodo de 12 horas. A avaliagdo foi realizada através da
contagem das coldnias do fungo, a olho nu, apds o periodo deincubacéo.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e comparag¢des multiplasde
médias pelo teste de Tukey (p<0,05) empregando-se o programa estatistico R (R

Development Core Team, 2017).

5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fatores meios de cultura, nivel de agitacdo e fotoperiodo influenciaram
significativamente (p<0,05) a produc¢do de NC e UFC de Trichoderma asperellum. No
geral, a agitacdo PE estimulou maior producdo de NC e UFC, 3 x 10 e 2 x 108,do
que a agitacdo CO, 3 x 10° e 5 x 10°, respectivamente, médias variando entre 87%
e 29% (Figura 2). A agitacado PE manteve a uniformidade do meio de cultura, sem
afetar a estrutura do fungo, favorecendo a producéo e o desenvolvimento de conidios
submersos, permitindo assim, uma distribuicdo mais eficiente de nutrientes e
oxigénio nas culturas liquidas. Por outro lado, a agitagdo CO pode prejudicar a
uniformidade do meio e afetar negativamente a estrutura do fungo, resultando em
menor producdo de conidios (HEDAYATNIA et al., 2017)

Além disso, a agitacdo PE proporciona momentos de repouso para as células
fungicas, permitindo que elas se recuperem e se desenvolvam melhor, durante esses
periodos de repouso, as células fungicas podem concentrar-se na sintese de
proteinas e outras moléculas necessarias para o0 seu crescimento e
desenvolvimento, o que pode levar a uma maior eficiéncia na produgao de conidios
(YANG et al., 2020). Diferentemente da agitacdo CO, que pode causar um estresse

constante nas células fungicas.
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Figura 2. Numero de conidios (NC) e unidade formadora de colbénia (UFC) de
Trichoderma asperellum em fungéo do fator agitagdo constante (CO) e periddico

(PE) (A) e fotoperiodo luz e escuro (B), trés dias apds inoculagao.

Esse comportamento também foi pertinente para o fotoperiodo, em que a LZ (3 x
10%) favoreceu a produgdo de conidios, quando comparado ao ES (2 x 10°).Esse
resultado estda associado a um breve pulso de luz, o qual desencadeia a
conidiagdo, levando a producdo de anéis de conidios concéntricos em resposta a
alternancia dos ciclos de luz-escuro, isso se deve ao fato de que a luz promove a
diferenciagdo celular, aumentando a produgdo de compostos organicos e de
oxigénio, e com isso afeta o metabolismo celular, revelando assim a notoriedadeda
luz em seu processo de produgdo massal de conidios (STEYAERT; WELD;
STEWART, 2010).

Varios fatores abioticos sdo apontados por influenciar a conidiogénese de
Trichoderma spp., incluindo os niveis de carbono e nitrogénio, e o pH do meio. Este
ultimo influencia tanto a conidiagdo quanto a morfologia das colénias de
Trichoderma, cuja natureza exata dessa influéncia n&o é conhecida (STEYAERT;
WELD; STEWART, 2010). No presente estudo, os pH dos diferentes meios de cultura
foram semelhantes, variando entre 6,3 a 6,9.



O pH préximo da neutralidade favorece a atividade enzimatica e a absorgaode
nutrientes pelas células fungicas, o que leva a uma maior produgao de biomassae
consequentemente, maior produgao de conidios (PEIYING et al., 2019)

Com relagcdo aos meios de cultura, AA50 e AA30 se destacaram em
comparagao aos demais, ndo havendo flutuagédo entre as quantidades de conidios
produzidos e os viaveis. Em contrapartida, Trichoderma crescido nos meios MN e
MM apresentaram as menores médias de NC e UFC (Figura 2). Os niveis de carbono
e nitrogénio nos meios de cultura sédo fatores limitantes a conidiagdo. Para a
multiplicagdo de Trichoderma, utiliza-se, geralmente, fontes de carbono de baixa
degradabilidade (ex.: amido), arroz, fuba de milho, trigo, sorgo, entre outros (GAO et
al., 2007).

O tipo de meio utilizado influencia a produgéao de conidios por um agente, sendo
gue meios de baixa degradabilidade estimulam a producéo de estruturas, devido a
disponibilidade de nutrientes para o agente. Isso ocorre porque a produgcdo de
conidios é uma estratégia reprodutiva utilizada pelo Trichoderma para garantir a
dispersao e a colonizagéo de novos ambientes.

Isso explica o fato dos meios de cultura confeccionado a partir dos residuosda
fermentacgao solida em arroz, AA50 e AA30, estimularem maior producéo de conidios

submersos e viaveis em fermentacgao liquida.

A utilizagdo de meios liquidos apresenta uma alternativa viavel para a
produg¢ao on-farm de agentes bioldgicos, no qual visa a produgcédo em larga escala
através de sistemas fermentativos altamente eficientes, que permitem um controle
mais rigoroso das condigdes de cultivo, tais como temperatura, pH e agitagao. Além
disso, a produgao em meios liquidos resulta, geralmente, em altas concentragdes

de células viaveis e de estruturas de dispersao.
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Figura 3. Heatmap de unidade formadora de colénia (UFC) e numero de conidios
(NC) de Trichoderma asperellum em fungédo dos fatores meio de cultura, agitagédo
e fotoperiodo, sete dias apos inoculagao.

A melhor formulagdo para a produgcdo de Trichoderma asperellum sob
fermentacgao liquida foi AA50 sob agitagao periddica e fotoperiodo 12 horas (Figura
3). Entretanto, esses resultados nao foram superiores a fermentagdo sodlida-
estatica (2,2 x 10° UFC ml"). O presente trabalho evidencia o aproveitamento total
de residuos durante a producao de Trichoderma asperellum, em que tanto o cereal

arroz quanto a agua utilizada no processo de umedecimento sdo utilizados.



6.0 CONCLUSOES

O meio de cultura AA50 sob agitagéo periddica e fotoperiodo de 12 horas
estimulou maior producdo de conidios viaveis de Trichoderma asperellum em
fermentacdo liquida. Contudo, os resultados ndo superam aos obtidos por

fermentacao solida-estatica.
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