GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO
SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO

M AT‘ggggssg PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
ESTRUTURA DO PROJETO DE PESQUISA
1. Titulo:

PRODUCAO DE Trichoderma asperellum EM MEIO LiQUIDO VISANDO O BIOCONTROLE
DE FUNGOS FITOPATOGENICOS DE OCORRENCIA EM PLANTACOES DE MARACUJA E
ALGODAO.

2. Area (s)/Linha (s) de Pesquisa contempladas (homologadas no CONEPE):

Area: Ciéncias Biologicas

Linha de Pesquisa: Biotecnologia e Produgéo Agricola

3. Resumo (no maximo 300 palavras):

A descoberta de produtos biologicos € uma alternativa que tem demonstrado resultados
satisfatorios, principalmente por serem produtos seletivos, de alto controle e baixo custo de
aquisicao e controlando o patégeno em questdo. Muitos micro-organismos atuam como
agentes de biocontrole de fungos, bactérias, nematoides predadores, acaros, entre outros. A
interagdo do fungo com o vegetal causa efeitos diretos, propiciando maior eficiéncia na
absorgéo de fertilizantes nitrogenados, maior resisténcia a patégenos, eficiéncia fotossintética e
inducdo de resisténcia sistémica (ISR) a doengas. O fungo Trichoderma spp. possui alto
potencial antagdnico e micoparasitico e muitas linhagens sédo capazes de reduzir a severidade
de doencas de plantas, pela inibicdo de fitopatégenos no solo e nas raizes. A produgdo em
escala industrial de produtos biolégicos a base de Trichoderma spp. se baseia no cultivo do
fungo em meio sélido utilizando-se gréos cereais em que o fungo cresce e produz conidios.
Neste tipo de processo surgem diversos fatores como gradiente de temperatura, pH, umidade,
concentracdo do substrato e tensdo de Oz que contribuem negativamente para a produgéo. Na

producdo em meios liquidos, grandes quantidades de biomassa sdo obtidas em um pequeno

espaco fisico, em pouco tempo e com baixo custo.

4. Palavras chave (no minimo 3; no maximo 5):

Controle biolégico, Trichoderma sp, fermentacao, fungos fitopatégenos
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5. Introdugdo:

A descoberta de produtos biolégicos € uma alternativa que tem demonstrado
resultados satisfatorios, principalmente por serem produtos seletivos, de alto controle e baixo
custo de aquisicdo melhorando assim a microbiota local e controlando o patégeno em questao
(VAZ et al., 2011). Muitos micro-organismos atuam como agentes de biocontrole de fungos,
bactérias, nematoides predadores, acaros, entre outros (SOARES; MAIA, 2004).

A interagdo do fungo com o vegetal causa efeitos diretos, propiciando maior eficiéncia
na utilizagao de fertilizantes nitrogenados, maior resisténcia a patégenos maiores e menores,
eficiéncia fotossintética, aumento na absorgdo de nutrientes, aumento na porcentagem e taxa
de germinacao de sementes e inducao de resisténcia sistémica (ISR) a doencas (HARMAN et
al.,, 2012; RYDER et al., 2012).

O fungo Trichoderma spp. possui alto potencial antagbnico e micoparasitico e muitas
linhagens sdo capazes de reduzir a severidade de doengas de plantas, pela inibicdo de
fitopatdogenos no solo e nas raizes. Quando agem como simbiontes endofiticos, conseguem
mudar a expressao de genes no vegetal, principalmente em mudas, alterando a fisiologia da
planta (BROTMAN, Y. et al., 2013). A maioria dos produtos a base de Trichoderma spp.
comercializados no mercado mundial visam o controle de fitopatdgenos de solo, € mais
recentemente, o controle de nematoides.

A atividade de biocontrole de isolados de Trichoderma spp. é intensamente estudada,
devido principalmente a produgéo de enzimas liticas extracelulares degradadoras de parede
celular de fungos, tais como quitinases, (-1, 4-glucanases e proteases (CORABI-ADELL,
2002). SILVA et al., (2011) em estudo constataram a habilidade de Trichoderma asperellum em
produzir as enzimas liticas extracelulares. A capacidade de Trichoderma spp. em degradar
quitina permite que esses fungos atuem no controle de nematoides, uma vez que o ovo é
constituido por este polimero. O fungo Trichoderma asperellum é um dos principais agentes de
controle bioldgico de doencgas de plantas (REZENDE et al., 2011).

Os fungos fitopatogénicos a serem avaliados sédo Fusarium oxysporum f. passiflorae de
ocorréncia em maracujazeiro e Ramularia areola de ocorréncia na plantagao de algodao. O
projeto tem por finalidade avaliar a eficiéncia do produto a base de Trichoderma asperellum

obtido por fermenta¢do em meio liquido no controle de fungos fitopatdégenos.

6. Objetivos Gerais:

1- Avaliar da eficiéncia de conidios de Trichoderma asperellum produzidos em meio liquido no

biocontrole de fungos fitopatogénicos e as propriedades micotéxicas do caldo de cultivo.
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7. Objetivos Especificos:

1- Cultivo de Trichoderma. asperellum em meio liquido para a producéo de conidios;
2
3

Determinacéo a viabilidade dos conidios de Trichoderma. asperellum;

Avaliagao da viruléncia através do cultivo pareado;
4- Avaliagao da atividade micotédxica do caldo de cultivo;

5- Avaliagao do tempo de prateleira do produto fungico.

8. Justificativa:

Este estudo justifica-se pela necessidade de conhecer a atividade de biocontrole do
Trichoderma asperellum produzido em meio liquido comparado com produtos obtidos por
fermentacéo solida. Os custos de uma produgédo em meio liquido sdo menores, por requererem
menos de mao de obra, menor espago fisico e menor tempo de produgéo.

O Brasil é um dos grandes produtores mundiais de algodao (Gossypium hirsutum L.). Essa
cultura ganhou espaco no cenario do agronegécio por apresentar um alto rendimento e
qualidade de fibra com geragéo de renda aos cotonicultores. Contudo, o alto custo de producao
dessa herbacea faz com que se busque por formas de manejo da cultura que minimizem as
perdas em produtividade. As doengas estao entre os fatores que mais reduzem os ganhos em
produtividade. A principal doenga da cultura, na atualidade, é a mancha de ramularia
(Ramularia areola). Apesar de o Brasil ser o maior produtor mundial de maracuja, a
produtividade nacional € muito baixa. Além disto, observa-se redu¢éo na area plantada no pais.
A incidéncia de varias doencas nos pomares de maracujazeiro, aliada a inexisténcia de
cultivares resistentes, tem contribuido para a redugcédo da area plantada. Também o ndmero
limitado de produtos fitossanitarios registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento para o controle de doengas da cultura agrava mais ainda a situagdo dos
pomares, a ponto de reduzir o tempo de exploragdo econdmica da cultura, podendo até mesmo
inviabilizar seu cultivo em determinadas regides. A murcha de Fusarium é a principal doenca
da cultura, esta é causada pelo fungo Fusarium oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder &
Hansen f. sp. passiflorae, que permanece no solo por muitos anos na forma de clamidésporo,

inviabilizando o cultivo do maracujazeiro em algumas areas.

9. Resultados Esperados:

Espera-se que o produto obtido tenha eficiéncia contra os fungos fitopatégenos e que as
micotoxinas tenha propriedades antifingicas. Também que os produtos tenham uma vida de

prateleira de um ano.
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10. Hipdteses ou Questoes Problemas:

1. Que os conidios de Trichoderma asperellum produzido em meio liquido tenham viabilidade e

viruléncia contra os fitopatégenos.

11. Material e Métodos:

11.1 Obtencao, manutencao da cultura e producao de in6culo

Para o experimento sera utilizado a linhagem de T. asperellum isolado de um produto
comercial. Os fungos fitopatégenos fazem parte da cole¢éo do Laboratério de fitopatologia sob
a coordenagéo da Profa. Dra. Dejania Vieira de Araujo. Os fungos serdo cultivados em meio
batata dextrose agar-BDA e incubado em B.O.D. a 25 £ 2 °C com fotoperiodo de 12 horas de
luz a 25 °C por até 7 dias e ap0s serdo estocado a 4 °C.

Para a produgcédo de inéculo de Trichoderma asperellum, apds o crescimento, em
camara de fluxo laminar a massa micelial sera raspada e suspensa em solugdo salina mais
0,01% Tween 80, a suspenséao sera filtrada em 1a de vidro estéril. Para a quantificacdo dos
conidios sera realizada a contagem em camara de Neubauer em microscépio éptico em

aumento de 250x.
11.2 Cultivo de T. asperellum em meio liquido para producao de conidios

O fungo serd cultivado em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio cultura,
meio Czapek-Dox modificado, pH ajustado em 5,5 com solugdo de HCI 1 moL" ou NaOH 1
moL-', apds os frascos serdo autoclavados por 15 min a 1 atm de pressdo a 121 °C. Os frascos
serdo inoculado com 2 mL de uma suspensdo contendo 2 x 108 conidios mL' e incubado em
mesa incubadora a 180 rpm, a 30 °C por 7 dias. Apds a suspensdo de conidios sera obtido
através da filtracdo do caldo de cultivo, apds o filtrado sera centrifugado a 3.200 rpm a 15 °C
por 10 min, o precipitado sera resuspenso em um menor volume de caldo filtrado ou solucao

salina e serdo estocado sob refrigeracao para uso posterior.

11.3 Producao de T. asperellum em substrato sélido
Para a producdo em fermentagao sélida um suspenséo do inoculo de T. asperellum sera
inoculado em arroz tipo 1 esterilizado e incubado por sete dias em BOD sob fotoperiodo de 12h
claro/escuro. Apds o arroz colonizado pelo fungo sera seco sob baixa umidade e temperatura

de 30 °C, ap6s sera peneirado e obtido os conidios de T. asperellum.
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11.4 Determinacgao da viabilidade dos conidios de T. asperellum

Aliquotas da suspensdo de conidios serdo inoculado em placas de Petri contendo
agar/agua e incubado por 2 dias. Apos as placas serdo observada em microscopio éptico na

objetiva de 20x, e serao quantificado em trés campos distintos e determinado a porcentagem.
11.5 Avaliacao da viruléncia através do cultivo pareado

Disco de 6 mm de di@metro contendo micélio do fitopatdgeno com seis dias sera
transferido para uma a extremidade da placa de Petri contendo o meio BDA, e apds 72 horas,
disco de micélio do de Trichoderma asperellum com cinco dias, sera inoculado a 3 cm de
distancia da colbnia do fitopatégeno. O controle sera representado pelo fitopatdgeno sem a
presenga do antagonista. As placas serdo mantidas a 26 °C com fotoperiodo de 12 horas. Apés
seis dias de incubagédo seréo realizadas as medidas da colénia do fitopatégeno, conforme
técnica de cultura pareada adaptada de MORETTO et al. (2001). Para estudos de interacao de
hifas, uma laminula esterilizada serd colocada entre as duas col6nias opostas (MARTINS-
CORDER & MELO, 1998).

11.6 Avaliacao da atividade micotoxica do caldo de cultivo

O caldo de cultivo sera filtrado a vacuo em papel filtro (Wattman n°1) e esterilizado em
membrana Millipore de 0,4 ym e de 0,2 ym. Para avaliar a atividade dos metabdlitos, amostras
de 10 mL do filtrado esterilizado sera transferido para frascos contendo 90 mL de BDA
fundente (aproximadamente 45 °C). Em seguida, sera vertido para placas de Petri (25 mL).
Disco de 6 mm de didmetro do fitopatdégeno sera transferido para o centro da placa e incubado
a 26 °C durante seis dias. Serdo realizadas seis repeticdes e o0 controle consistira em meio
contendo somente BDA. As avaliagbes serdo realizadas medindo-se o raio da colbnia de

fitopatégeno apo6s quatro dias de incubacao.
11.7 Avaliacdo do tempo de prateleira do produto fungico

Apébs o processo fermentativo o caldo de cultivo sera filtrado em 1a de vidro e a
suspensdo de conidios sera concentrada e resuspensa em um volume menor do caldo
fermentado, tendo a sua concentracdo ajustada para1x10° conidios mL'. A suspensdo serd
estocada em frascos escuros e armazenado em temperatura ambiente e geladeira a 4 °C. A

viabilidade sera determinada a cada quatro meses por periodo de um ano.

DIRETORIA DE GESTAO DE PESQUISA
Av. Tancredo Neves, n® 1095, Cavalhada — CEP: 78.200-000 — Caceres — MT
Tel: (65) 3221-0040 / 0041 / 0042

Universidade do Estado de Mato Grosso

Internet: www.unemat.br - Email: prppg.saap@unemat.br



GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO
SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO

MATGSVE'I:DOESSO PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

ESTADO DE TRANSFORMAGAO

11.8 Andlises
Em todos os testes foi realizada Analise de Varidncia (ANOVA) através do software
Assistat Versdo 7.5 beta®. O delineamento experimental sera inteiramente casualizado e as

médias foram comparadas através do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

12. Referencial Teorico:

A produgao em escala industrial de produtos bioldgicos a base de Trichoderma spp. se
baseia no cultivo do fungo em meio sélido utilizando-se graos cereais (SINGH et al.,2007) em
que o fungo cresce e produz conidios. Neste tipo de processo surgem diversos fatores como
gradiente de temperatura, pH, umidade, concentragdo do substrato e tensdo de O: que
contribuem negativamente para a producdo (HOLKER et al., 2004). O processo de
manipulacado destes substratos requer um longo periodo de fermentagdo contribuindo assim
para a contaminacao por fungos e bactérias. Esta atividade também requer um amplo espaco
fisico e intensiva mao-de-obra. Todos estes fatores contribuem negativamente o sucesso do
controle biolégico. Na producdo em meios liquidos, grandes quantidades de biomassa séo
obtidas em um pequeno espaco fisico e em pouco tempo. As principais dificuldades do
processo estdo na obtencdo de meios de cultura adequados, na determinagédo de condi¢des
favoraveis para o desenvolvimento e esporulagdo e na prevengcdo de contaminacdes
(JACKSON, 1996; JACKSON et al.,1997).

A substituicdo do meio sélido por meios liquidos € um método eficiente e promissor
para contornar os problemas encontrados na fermentagdo sélida, bem como a diminuigdo dos
custos de producdo. HADDAD (2014) em estudos sobre a avaliagdo da produgéo de conidios
de Trichoderma spp. em meio liquido com de 1% de levedura desidratada obteve rendimento
de até 1,2 x 108 conidios mL'. DIAS (2014), em estudo sobre o efeito de extrato de
Trichoderma spp. sobre a germinagao de sorgo constatou que houve um aumento de até 15%
em relagdo ao controle. A produgdo de Trichoderma spp. em fermentacdo liquida apés a
concentracdo dos conidios gera um excedente de caldo de cultivo que é rico em compostos
metabolitos, como as micotoxinas, que podem ter aplicagdo no controle fitopatégenos.
Metabdlitos produzidos por fungos pertencente ao género Trichoderma sp. tem sido foco de
uma atencdo consideravel ao longo dos ultimos anos, devido ao potencial como agentes de
controle bioldgico de uma variedade de patégenos de plantas (DAOUBI et al., 2009).

Esta pesquisa tem por finalidade avaliar a eficiéncia do produto a base de Trichoderma

asperellum obtido por fermentacdo em meio liquido contra fungos fitopatégenos. Os fungos

fitopatogénicos a serem avaliados sdo Fusarium oxysporum f. passiflorae e de ocorréncia em
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maracujazeiro e Ramularia areola de ocorréncia na plantagéo de algodao.

13. Cronograma de Atividades:

Atividade Periodo (Semestre)
Cultivo de T. asperellum em meio liquido para a producéo de 02/2017
conidios;
Determinacéao a viabilidade do conidios de T. asperellum; 01/2018
Avaliacdo da viruléncia através do cultivo pareado; 01/2018 a 02/2018
Avaliacdo do tempo de prateleira do produto flngico 01/2019
Avaliacao da atividade micotoxica do caldo de cultivo; 02/2019
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