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RESUMO

Clonostachys rosea apresenta potencial como agente de biocontrole contra
diversos fitopatdgenos, devido a sua capacidade antagonica, de parasitismo,
competicdo e inducdo de resisténcia as plantas, tornando sua producdo em
grande escala indispensavel. A otimizacdo do meio de cultura e de todo o
processo, para a producdo massal de conidios de diversos fungos em meio
liquido, tem sido estudado. O presente trabalho teve como objetivo a
otimizacdo do meio de cultura e a padronizacdo dos pardmetros que possam
interferir na producdo massal de conidios de C. rosea. Todos 0s ensaios
foram realizados em erlenmeyers de 250 mL, em agitacdo por 7 dias e
seguiram a metodologia de planejamento de experimento, para a reducéo do
nimero de ensaios e 0s custos. Posteriormente, testes em biorreator de
bancada com o meio otimizado foram realizados. Fontes de carbono,
sacarose e glicose/dextrose foram avaliadas. Para avaliar o efeito das cinco
variaveis: temperatura, pH, fotoperiodo, relacdo carbono/nitrogénio e a
atividade da agua (glicerol), primeiramente um screening foi realizado em
que as variaveis pH e fotoperiodo foram consideradas significativas para a
producdo de conidios. A otimizacdo das condigdes de cultivo, foi realizada
utilizando um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR),
havendo uma ampliagdo da faixa de valores das varidveis pH e fotoperiodo.
As demais variaveis foram fixadas de acordo com o ensaio de melhor
resultado. Analises de Unidade Formadora de Coldnia (UFC), biomassa e
viabilidade foram realizadas. Todos os ensaios foram realizados em triplicata
e repetidos por quatro vezes. A fonte de carbono que causou um maior
incremento para a producdo de conidios foi a glicose/dextrose. O DCCR
para 0 pH e fotoperiodo mostrou que o maximo de producdo predita de
conidios foi de 1,78 x 10" conidios mL™, 0,5576 g de biomassa flngica seca
e 5,15x10° UFC mL™? nas condi¢des otimizadas, com valor de pH 4 e 12
horas de luz.

Palavras chave: Clonostachys rosea, producdo massal, meio liquido,
Plackett & Burman, Delineamento Central Composto Rotacional



ABSTRACT

Clonostachys rosea presents potential as a biocontrol agent against various
plant pathogens, due to its antagonistic capacity, parasitism, competition and
induced resistance to plants, making a large-scale production indispensable.
The optimization of the culture medium and the whole process, for the mass
production of conidia of various fungi in liquid medium has been studied.
This study aimed to optimize the culture medium and the standardization of
parameters that may interfere in the mass production of conidia of C. rosea.
All assays were performed in 250 mL Erlenmeyer flasks , stirred for 7 days
and followed the methodology of experimental planning, to reduce the
number of tests and costs. Posteriorly, test bench top bioreactor with the
optimized medium was performed. Carbon sources, glucose and sucrose/
dextrose were evaluated. To assess the effect of five variables : temperature ,
pH, photoperiod , carbon / nitrogen relation and water activity (glycerol),
initially a screening was carried out and the pH and photoperiod were
considered significant for the production of conidia. The optimization of
culture conditions, was performed using a central composite rotational
design (DCCR), with an enlargement of the range of pH and photoperiod
variables. The remaining variables were fixed according to the assay results.
Analysis of Colony - Forming Unit (CFU), biomass and viability were
performed. All assays were performed in triplicate and repeated four times.
The carbon source that caused a greater increase in the production of conidia
was glucose / dextrose. The DCCR for pH and photoperiod showed that the
predicted maximum yield of conidia was 1.78 x 10" conidia ml -1 , 0.5576 g
of dried fungal biomass and 5.15 x 106 CFU mL ™ in optimized conditions,
with a value pH 4 and 12 hours of illumination.

Keywords: Clonostachys rosea, mass production, liquid medium, Plackett &
Burman, Central Composite Rotational Design
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1 INTRODUCAO
Clonostachys rosea emergiu como um eficaz e versatil agente de

biocontrole de doencas, como o mofo cinzento, causado pelo patdgeno
Botrytis cinerea (SUTTON et al., 1997, SURGEONER, 1998), gerando
interesse entre produtores e pesquisadores. Isto se deve a sua eficacia,
confiabilidade e seguranca. Além disso, este fungo possui vantagens como:
producdo de in6culo abundante e vidvel a longo prazo; poucos riscos de
alergia associada com a exposicdo dos trabalhadores ao produto; seu uso ndo
causa nenhum risco ecologico devido a sua ampla distribui¢do natural nas
plantas e no solo (SURGEONER, 1998). Comprovada sua importancia como
agente de biocontrole, a producédo de C. rosea em grande escala passou a ser
necessaria para viabilizar a sua utilizagdo. Na producdo massal existe uma
estreita relacdo do uso e a qualidade do fungo com a composi¢édo do meio,
podendo influenciar o tipo, o formato e quantidade do propagulo produzido
(OLIVEIRA, 2000). Um meio de cultura deve possuir fontes de carbono e de
nitrogénio, sais minerais e alguns fatores de crescimento (SOPER & WARD,
1981; ALVES, 1998).

O uso do meio liquido para a producdo de agentes de biocontrole foi
relatado em diferentes estudos (WATANABE et al., 2006; JAKUBIKOVA
et al., 2006). Essa metodologia de producdo possui varias vantagens em
relacdo aos meios mais utilizados, que tem como matriz elementos sélidos,
como: controle dos parametros, como pH e temperatura, necessidade de
menor espaco fisico, reducdo das vias de contaminagdo e menor quantidade
de mdo de obra (FERNANDES, 2006).E para que os testes em meio liquido
sejam vidveis, erlenmeyers em agitagdo tém sido amplamente utilizados nos
estudos e otimizagdo dos processos biotecnoldgicos, permitindo a realizagdo
de experiéncias com o0s custos de material menores, antes do uso em
biorreatores (BUCHS et al. 2001).

O presente trabalho teve como objetivo definir um meio de cultura

liquido padrdo, para a méaxima producdo de conidios vidveis do fungo
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Clonostachys rosea, avaliando o efeito e a interacdo das variaveis:
temperatura, pH, relacdo carbono/nitrogénio, fotoperiodo e adigdo de

glicerol para uso em fermentadores com producgdo em grande escala.
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2 REFERENCIAL TEORICO
A espécie Clonostachys rosea é um ascomiceto da ordem

Hypocreales co anamorfo de Nectria ochroleuca (Schwein.) (SUTTON et
al., 1997). Produz conidios unicelulares em duas formas distintas, penicilado
solitarios ou agregados, formando pustulas eventualmente obscuras ou
ausentes, ou na forma verticilada (MOREIRA, 2012). As colonias do fungo
sdo geralmente esbranquigadas, alaranjadas ou salmdo em Agar. Existem
relatos de ser encontrado em diversas regibes do mundo: tropicais,
temperadas, subérticas e até desérticas. Com pH variando entre neutro e
alcalino, ja foi descrito em culturas, campo, matas, florestas, agua doce e
solos litoraneos (SUTTON et al., 1997). C. rosea é conhecido por colonizar
raizes, hastes, vagens e sementes de soja, raizes de trevo vermelho, folhas de
morango e framboesa, sendo assintomatico (SUTTON et al., 1997). Sua fase
teleomorfa, é encontrada na maioria das vezes nos galhos de arvores recém
mortas, mas também sobre tecidos jovens de plantas herbaceas e fungos.

O fungo C. rosea surgiu como um eficaz e versatil antagonista de
um amplo espectro de fungos fitopatogénicos em estudos no final da década
de 1980 devido aos seus diversos mecanismos de acdo, como
micoparasitismo (BARNETT & LILLY, 1962; YU & SUTTON, 1997; XUE
2003), competicdo por nutrientes ou substrato (MORANDI et al., 2008) e
inducdo de resisténcia (SUTTON et al., 1997). Sendo uma das alternativas
ao uso de produtos quimicos, que com seu uso exagerado e inadequado tem
acarretado resisténcia dos patdgenos e riscos a saude humana (VERO &
MONDINO, 2002).

Portanto gerou-se grande interesse entre produtores e pesquisadores
nos diversos paises onde foi encontrado, entre eles o Brasil (PENG, 1992;
SUTTON et al., 1997). A atuacdo de C. rosea tem destaque como agente de
biocontrole de B. cinerea devido aos impactos econdmicos causados em
diversas culturas pelo patégeno, como em cultivos de begbnia, ciclamen,
geranio, gérbera, horténcia, violeta persa (Exacum), poinsettia, rosa, pepino,

pimentdo, tomate, morango e framboesa (SUTTON et al., 1997), e em
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virtude do seu antagonismo, suprimindo a esporulacdo e a infeccdo do
patbgeno em competicdo por fontes de energia, protegendo toda a planta
(PENG; SUTTON, 1991). Sutton e Peng (1993) relataram que por ser um
Otimo saprofita e colonizar restos culturais, também caracterizam o C. rosea
como bom agente de biocontrole.

O fungo ndo atua somente contra fungos fitopatogénicos. Estudos
comprovam sua eficiéncia como patdgeno de insetos Oncometopia
tucumana e Sonesimia grossa (TOLEDO et al., 2006) e como parasita
facultativo para nematoides patogénicos (ZHAO et al., 2005; LI et al.,
2006)

Comprovada sua eficicia como agente de biocontrole, a produgéo de
C. rosea em grande escala passou a ser desejada. Para isso, existe uma
estreita relacdo do uso e a qualidade do fungo produzido com a composi¢do
do meio, podendo influenciar o tipo, o formato e quantidade do propagulo
produzido (OLIVEIRA, 2000). Um meio de cultura deve possuir uma fonte
de carbono e de nitrogénio, sais minerais e alguns fatores de crescimento
(SOPER & WARD, 1981; ALVES, 1998).

As fontes de carbono comumente utilizadas sdo amido, sacarose,
dextrose, entre outros aglcares. Ja, as fontes de nitrogénio sdo geralmente
derivadas de compostos ricos em proteina ou aminoacidos, como extrato de
soja, extrato de levedura e peptona (LEITE et al., 2003 ). Meios ricos em
carbono e com deficiéncia em nitrogénio tendem a produzir maior
guantidade de conidios (LEITE et al., 2003). Produtos vegetais ricos em
amido, como batata, arroz, aveia, milho e feijdo, geralmente constituem os
meios utilizados na producdo massal. Destes, 0 arroz cozido é um dos meios
mais utilizados para a producao de fungos (JACKSON, 1997).

Na producdo de Saccharomyces cerevisiae foram testados diferentes
fontes de carbono e os melhores resultados foram com glicose e sacarose
(MILL, 1964). Joung e Blaskovitz (1985) relataram evidéncias de que fontes
de nitrogénio influenciam no tipo de morfologia. Como exemplo, podemos

citar, o nitrato de amonio que exerceu um efeito consideravel na morfologia
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de Aspergillus niger em cultura submersa. J& os minerais, também sdo
essenciais para o crescimento como fosfatos, magnésio, calcio, manganés e
zinco, e em menor grau que o N, interferem na morfologia dos fungos (
PAPAGIANNI, 2004).

Para a sua producdo em escala industrial, basicamente existem dois
processos para multiplicacdo massal de fungos: os cultivados em substrato
solido, nos quais sdo produzidos esporos aéreos, e cultivo submerso, no qual
0 substrato esta na forma liquida.

Na fermentagcdo em estado solido os substratos empregados tém
umidade maxima de 70% (SILVA, 2002), e o microrganismo se desenvolve
na superficie desses materiais, que apresentam a propriedade de conter agua,
com ou sem nutrientes soltveis. Os substratos solidos mais utilizados séo o
arroz, milho, milheto, trigo e aveia (VINIEGRA-GONZALEZ, 1997). As
principais vantagens da fermentagdo no estado solido s&o o baixo custo, pois
a maioria dos substratos exige pré-tratamentos simples, devido a agua estar
concentrada no substrato-suporte e o liquido extrator estar mais concentrado,
simplificando o processo de purificagdo. Os microrganismos utilizados nos
processos de fermentacdo, em sua grande maioria, sdo fungos na forma
filamentosa (SILVA, 2002). O que limita 0 numero de microrganismos a
adaptar-se a esse processo € a quantidade reduzida de &gua no substrato,
porém os fungos se mostram bastante tolerantes a esse ambiente
(FERNANDES, 2006).

A fermentacdo submersa ou liquida, é tradicionalmente utilizada
para producdo de enzimas, pois ha melhor controle de importantes
pardmetros para se obter resultados desejaveis do processo como pH e
crescimento celular, além de ser facil a recuperacdo de enzimas
extracelulares e a determinacgdo da biomassa. Sendo utilizada principalmente
para a producdo através de processos fermentativos de bactérias
(FERNANDES, 2006). Além das vantagens citadas acima, também o que
diferencia em relacdo a fermentacdo sélida, é o rapido crescimento fungico,

a necessidade de menor espaco fisico, reducdo consideravel das vias de
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contaminacgdo e menor quantidade de mdo de obra. Por outro lado, no caso
de fungos anamorfos existem problemas relacionados com estes tipos de
microrganismos, devido ao seu crescimento filamentoso, que provoca
aumento na viscosidade dos caldos durante a fermentacdo e é a causa de
diferentes problemas, como a limitacdo de oxigénio devido ao incremento da
viscosidade, uma mistura menos eficiente, podendo existir gradientes no
sistema fermentativo que alterem a diferenca de energia e massa (VATS et
al., 2004).

Krauss et al. (2002) testaram tanto fermentacdo liquida quanto a
fermentacdo sélida para o C. rosea. Para a fermentacdo liquida utilizou-se
erlenmeyers de 500 ml, contendo 250 ml de um meio liquido bésico, a base
de 80 g L™ de melaco, 10 g L* de neopeptona e 2 g L™ de extrato de
levedura. Inoculou-se 10° conidios mL™ e, posteriormente, colocou em
agitador rotativo (Thermolyne, Big Bill) a temperatura de 26 +/- 2 °C por 4
dias. Apds os 4 dias, a producdo de conidios chegou a 10’ mL™ e uma
viabilidade de 99%. Mas os testes ndo foram feito em fermentadores
comerciais.

A influéncia do pH na producdo de conidios de fungos do género
Trichoderma ja foram relatados (STEYAERT et al., 2010; LEWIS &
PAPAVIZAS, 1983). Steyaert et al. (2010) observaram que a maior
producdo de conidios de Trichoderma atroviridae foi em meios com valores
menores de pH. Ja Lewis & Papavizas (1983) minimizaram os efeitos do pH
para a producéo de conidios do fungo T. viridae.

Segundo Wynn-Williams (1982), a temperatura afeta a taxa de
germinacdo de esporos de fungos, e posteriormente, o crescimento micelial.
Pode causar danos aos tecidos e a liberagdo de nutrientes, caso esteja fora do
intervalo 6timo de temperatura. Fernandes & Morandi (2006) avaliaram o
crescimento in vitro do fungo C. rosea e, todos os isolados testados
cresceram melhor na faixa entre 20 -25 °C.

Portanto a otimizacdo da composi¢cdo do meio, é um dos passos

essenciais para minimizar a quantidade de componentes e sua proporgéo, em
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uma producdo rentavel comercialmente. Uma composicdo adequada para o
meio ainda ndo foi estabelecida como ideal para uma melhor producéo de
conidios, uma vez que a diversidade genética presente em diferentes fontes
microbianas faz com que cada organismo ou linhagem deste tenha suas
condicBes especiais de producdo maxima (RAO, 2008). Nesse sentido,
diversos substratos e condicGes de cultivo sdo estudados para a modificacdo
de fatores essenciais na determinacgdo das caracteristicas que conferem uma
maior viabilidade e resisténcia de esporos quando o processo ocorre em

meios submersos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

O presente trabalho foi realizado nas dependéncias do Laboratério de
Microbiologia Ambiental (LMA), localizado na Embrapa Meio Ambiente
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), sediada na cidade de
Jaguaritina-SP.

3.2 Manutengéo das culturas
No experimento foi utilizada uma cepa do fungo Clonostachys rosea

LQC-150 proveniente da colecio da Embrapa Meio Ambiente
(Jaguariuna/SP). O cultivo das culturas foi realizado em placas de Petri, com
meio batata-dextrose-agar — BDA (Acumedia Manufacturers, Michigan). As
placas com o fungo foram mantidas a 25 °C, 14 h de luz, por 14 dias e
posteriormente, armazenadas em Castellani (Castellani, 1939), e BDA em
geladeira a 4 °C.

3.3 Meios de cultura utilizados
3.3.1 Meio de cultura padréo

O meio utilizado foi o Czapek-Dox modificado (tabela 1), por
permitir a padronizacdo dos elementos utilizados, com variagdo nas fontes de
carbono (sacarose 42,1 % de C e dextrose 40 % de C) e nitrogénio (peptona
de caseina, 12% de N), para verificagdo da influéncia destes fatores
especificos no crescimento e produgdo de conidios do isolado Clonostachys
rosea. O meio basal foi composto por 2 g de NaNOs, 1 g de K,HPO,, 0,5 g
de KCI, 0,5 g de MgSO, e 0,02 de FeSO, (Tabela 1). A propor¢do de
nitrogénio e o glicerol, relacionado a atividade da agua no meio, foram de
acordo com cada tratamento, assim como o pH ( Matriz do Delineamento
Plackett & Burman 12 ). Os valores de pH inicial foram ajustados antes da
autoclavagem, com a utilizacdo de 0,1 mol L™ NaOH ou 0,1 mol L™ de
H3PO,.
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3.3.2 Batata Dextrose Agar (BDA) + TRITON
Nos testes de Unidades Formadoras de Coldnias, foi utilizado o meio

de Batata Dextrose Agar (BDA) (Acumedia Manufacturers, Michigan),
seguindo as indicagbes do fabricante, adicionado 1 mL de Triton e
autoclavado por 20 minutos a 121°C. Posteriormente, foram vertidos 20 mL
em placas de Petri. O Triton € utilizado para retardar o crescimento das
colonias, facilitando a visualizagéo e contagem das mesmas.

3.3.3 Paraquat-Cloranfenicol-Agar (PCA)

Para os testes em discos de folhas de morangueiro foram utilizados o
meio Paraquat-Clorofenicol-Agar. O preparo consistiu na adi¢do de 12 g de
Agar em 1000 mL de &gua destilada, autoclavado por 20 minutos a 121 °C .
Apdbs o resfriamento do meio adicionou-se 1 g de clorofenicol e 1 mL de
Paraquat. Agitou-se bem o meio e verteu-se 20 mL em placas de Petri.

3.4 Fontes de carbono para a produgdo de conidios do fungo
Clonostachys rosea

Durante o delineamento Plackett & Burmann 12, os ensaios foram
montados com o uso de glicose/dextrose (CsH1,0¢) 0u sacarose (C1,H»,014),
com teor de C em 40 % e 42,1% respectivamente. Foi usado meio Czapek-
Dox modificado e, a tabela 1, conttm a composicdo do meio, com as
respectivas fontes de carbono. Foram avaliados concentracdo de
conidios/mL, unidade formadora de col6nias (UFC) e biomassa. Os ensaios

foram feitos em triplicata.
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Tabela 1: Meio basal Czapek-Dox, com as fontes de carbono Dextrose ou Sacarose.

Componentes 20/1 110/1 200/1
NaNO;(g) 2 2 2
K,HPO,(q) 1 1 1

KCI (9) 0,5 0,5 0,5

MgSO;, (9) 0,5 0,5 0,5
FeSO,(g) 0,02 0,02 0,02
Peptona de caseina (g) 1,6 0,31 0,16

Dextrose ou Sacarose (g) 10 10 10
Agua destilada (ml) 1000 1000 1000

3.5 Testes preliminares

Testes em menor escala foram feitos antes do ensaio em
fermentadores, escolhendo somente as condi¢fes (relacdo C/N, pH e
atividade de &gua (determinado pela adicdo do glicerol), temperatura e
fotoperiodo) que apresentaram os melhores valores, para 0 aumento da
producdo de conidios. Os ensaios foram realizados em erlenmeyers de 250
ml de capacidade, previamente identificados, contendo 90 mL do meio de
cultura padrdo com adicdo de 10 mL da suspensdo do fungo Clonostachys
rosea ajustada a 3,0 x 10° conidios, sob agitagdo constante em mesa
agitadora (TECNAL) de 160 rpm por 7 dias. Como fonte de luz foi usada
lampadas (Agrolux) Luz do dia de 36 watts. Nos ensaios sem presenga de
luz, os erlenmeyers foram revestidos com folhas de papel laminado.
Transcorridos os 7 dias, os erlenmeyers foram colocados em banho ultra-
som por 5 minutos. Adicionou-se 1 ml do meio de cultura em tubo de ensaio
contendo 9 ml de solucdo salina com Tween (NaCl P.A.: 9,0 g; agua
destilada: 1000mL e Tween 80: 8uL). Foi transferido 1 ml da suspenséo para

outro tubo de ensaio, repetindo o processo até se obter a diluicdo 10™. Entre
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cada diluicdo, foi feita em triplicata a homogeneizagdo da suspensdo nos
tubos de ensaio até ocorrer turbilhonamento. Foram aliquotadas amostras de
1 mL da diluichio 107, e colocadas em camara de Neubauer para
quantificacdo da concentracdo de conidios.mL™. Para a UFC foi utilizado
todo o processo descrito para quantificacdo de conidios, com o0 uso da
diluicdo 10™. Da diluico, 100 pl foram semeados em placas de Petri
contendo BDA com a adi¢do de Triton e, com 0 uso de uma alca de
Drigalski, espalhou-se por toda a superficie das placas, com 5 repeticGes
para cada tratamento/ensaio. Apds 72 horas foram feitas as contagens das
colbnias. Para a porcentagem de esporos vidveis foram pipetados 5 vezes
aliquotas de 15 pL da suspensdo em placas de Petri com meio de Batata
Dextrose Agar. As placas foram mantidas a 25 °C. Ap6s 24 horas foi
colocada uma gota de azul de lactofenol (15uL) em cada ponto com a
suspensdo e foi avaliado o nimero de esporos germinados com auxilio de
um microscépio optico no aumento de 400x. Foi contado pelo menos 100
esporos por ponto. Para a avaliacdo da biomassa, producdo de micélio, o
meio de cultivo com fungo crescido nos erlenmeyers, e uma testemunha com
agua, foram filtrados em papel filtro e colocados em estufa a 55 °C até
atingir peso constante e, posteriormente, pesado em balanca analitica de
precisdo. Os resultados finais foram obtidos através da diferenca entre cada

pesagem e a testemunha.

3.6 Selecdo das condigdes de cultivo em meio liquido utilizando o
planejamento Plackett & Burmann 12.

Para o estudo da interacdo entre as cinco variaveis estudadas (pH,
temperatura, fotoperiodo, relagdo C:N e glicerol) e sua significancia, foi
utilizado como técnica o delineamento Plackett & Burman 12, composto de
12 ensaios + 3 pontos centrais, totalizando 15 ensaios, baseado na
Metodologia de Superficie de Resposta (Rodrigues & lemma, 2009). Este é
um planejamento que fornece informagdes quanto a importancia dos efeitos

sobre as respostas e se a faixa escolhida é a mais adequada, e ainda, qual
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direcdo seguir no préximo planejamento, nesse caso um delineamento
composto central rotacional —- DCCR com 22 Para dar maior confiabilidade
aos resultados, os ensaios foram feitos em triplicata e repetidos quatro vezes.
Para gerar a tabela ANOVA e os diagramas de Pareto no programa Statistica
10.0, foi feito o desvio padrdo e, usaram-se as médias dos valores que

estiveram dentro do intervalo de confianca (I1C).

As Tabelas 2 e 3 representam respectivamente, a matriz do
planejamento e os valores codificados e reais para as variaveis do

planejamento experimental.

Tabela 2. Valores reais e codificados para as varidveis do planejamento
experimental Plackett & Burman 12

Niveis
Variaveis .
Cadigo -1 0 1
pH X1 3,5 6 8,5
Temperatura (°C) X, 20 24 28
Fotoperiodo (h) X3 0 12 24
C/N X4 20/1 110/1 200/1

Glicerol (%) Xs 0 1 2
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Tabela 3. Matriz do planejamento Plackett & Burman 12, com as 5 variaveis e seus
valores codificados

Ensaios X, X, X3 X Xs
1 1 -1 1 -1 -1
2 1 1 -1 1 -1
3 -1 1 1 -1 1
4 1 -1 1 1 -1
5 1 1 -1 1 1
6 1 1 1 -1 1
7 -1 1 1 1 -1
8 -1 -1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 1
10 1 -1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0

Xi:pH

Xz Temperatura

X3:Fotoperiodo

X4:Relagdo C/N

Xs: Glicerol (%)

3.7 Otimizagdo das condigdes de cultivo utilizando o Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR)

A otimizacdo das condi¢cbes de cultivo selecionadas pelo
delineamento Plackett & Burman 12, para maximizar a producéo de conidios
foi determinada com um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). As variaveis e os valores dos seus niveis, codificados e reais estdo
descritas na Tabela 4, onde a matriz apresenta o delineamento de 11 ensaios
para as duas variaveis estudadas, pH e fotoperiodo, cada uma em cinco
niveis. As varidveis temperatura, C/N e glicerol (atividade da agua) tiveram
seus valores fixados. Foram avaliados em cada tratamento a concentracéo de
conidios, UFC e biomassa flngica seca. Os ensaios foram realizados em

triplicata e repetidos quatro vezes. Para gerar as superficie de resposta e
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posterior equacgéo de regressdo no programa Statistica 10.0, foi feito o desvio
padrdo e, usaram-se as medias dos valores que estiveram dentro do intervalo

de confianga (IC).

Tabela 4. Matriz do DCCR com niveis codificados e decodificados das variaveis

Ensaio pH Fotoperiodo (horas)
1 -1 (2,29) -1(4)
2 1(3,71) -1(4)
3 -1 (2,29) 1 (20)
4 1(3,71) 1 (20)
5 -1,41 (2,0) 0(12)
6 1,41 (4,0) 0(12)
7 0(3,0) -1,41 (0)
8 0(3,0) 1,41 (24)
9 0(3,0) 0(12)
10 0(3,0) 0(12)
11 0(3,0) 0(12)

3.8 Scaleup: produgdo massal de conidios em fermentador de bancada
Em um biorreator/fermentador de bancada (Brunswich) de volume
total do recipiente cilindrico de 10 L, com controle de temperatura e agitacdo
foram feitos os testes em scaleup. O meio basal utilizado foi o Czapek-Dox
modificado (7 litros), com os valores das variaveis de acordo com o melhor
resultado obtido durante o Delineamento Central Composto Rotacional
(DCCR), onde a proporcao de carbono e nitrogénio foi de 200:1, com a
adicdo de 1,12 g de peptona de caseina, e o0 pH foi ajustado para 4. O meio
foi submetido & inoculagdo de 700 mL de suspensdo com concentracdo de

3,0x10° conidios mL™ do fungo C. rosea. O fotoperiodo foi de 12 horas e, a
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temperatura e agitagdo fixada em 25°C e 160 rpm, respectivamente. Apds 0s
7 dias em processo fermentativo no biorreator, aliquotas foram retiradas e,
anéalises de concentracdo de conidios mL* , UFC mL™ biomassa (g),

colonizacéo e capacidade antagbnica a Botrytis cinerea foram realizadas.

3.9 Colonizacéo do fungo Clonostachys rosea em folhas de morangueiro.

Ap6s a producdo massal do fungo Clonostachys rosea em
fermentador, foram feitos testes de colonizagdo foliar, adaptando a
metodologia proposta por Morandi et al. (2000), na qual discos de folhas de
morangueiro (cv Caminho Real) com 1 cm de diametro, foram
superficialmente desinfestadas (1 min. Alcool 70%, 1 min em hipoclorito de
sodio 1% e lavados em agua destilada esterilizada em abundéncia (ADE), e
posteriormente secas em camara de fluxo. Trinta discos de folhas de
morango foram dispostos em caixas plasticas tipo gerbox, forradas com
papel filtro estéril umedecido e uma tela metélica. Primeiramente, 20 ul de
suspensdo de C. rosea (10°, 10° conidios mL™) foram depositados em cada
disco. Esses discos foliares foram mantidos em BOD na temperatura de 25
°C e fotoperiodo de 12 h por 24 h. Posteriormente, os discos foram
transferidos para placas contendo meio PCA (10 discos por placa) e
incubados a 25 °C com fotoperiodo de 12 h. Apds 10 dias, foi avaliada a
area com esporulacdo de C. rosea por meio da escala de notas desenvolvida
por Nobre et al. (2005). Como testemunhas foram usados discos com a
aplicacdo de &gua esterilizada e discos sem aplicagdo de &gua. O teste foi

realizado com trés repeticoes.

3.10 Capacidade antagdnica de Clonostachys rosea a Botrytis cinerea.

A avaliagdo da capacidade antagonica do isolado de C. rosea em
suprimir a esporulacdo de Botrytis cinerea, foi feita utilizando a metodologia
ja descrita no topico 3.9, com discos de folhas de morangueiro dispostas em

gerbox. Foram semeados 20 pl da suspensdo de C .rosea nos discos de
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folhas com concentracéo, 10° e 10 ° conidios mL™. Apés 24 h em BOD a
25°C com fotoperiodo de 12h, foram aplicados 20 ul da suspenséo a 10 do
patégeno B. cinerea. Transcorridas 24h os discos foram transferidos para
placas contendo meio PCA (10 discos por placa) e incubados a 25 °C com
fotoperiodo de 12 h. Ap6s 10 dias, foi avaliado a area com esporulacdo de B.
cinerea seguindo a metodologia de escalas de notas propostas por Peng &
Sutton (1991). Nas testemunhas foi semeada agua esterilizada, e discos sem

aplicacdo de agua. O teste foi feito com trés repeticdes.

4 RESULTADOS

4.1Fontes de carbono para a producdo de conidios do fungo
Clonostachys rosea
Em praticamente todos os ensaios, a adicdo da fonte de carbono

dextrose obteve resultados melhores que o uso da sacarose. O ensaio sete foi
0 que obteve o melhor resultado na producéo de conidios e, foi com o uso da
dextrose, na concentragdo de 1,49x10’ conidios mL™. Usando a sacarose, 0
ensaio com melhor resultado também foi o nimero sete com 7,30x10°
conidios mL™ (Gréafico 1). Para UFC, os melhores resultados foram com o
uso da dextrose como fonte de carbono. O ensaio com o melhor resultado foi
o de nimero sete, 1,30x10" UFC mL™. O melhor resultado de UFC mL™
com o uso da sacarose também foi 0 de nimero sete com 9,97x10° (Gréafico
2). A maior produgdo de biomassa fingica seca de C.rosea pbde ser
observado no Grafico 3, onde o pico de producéo foi praticamente 0 mesmo
tanto para dextrose quanto para sacarose. A producdo maxima de massa seca
com o uso da dextrose foi de 0,657 g no ensaio 6 e, com 0 uso da sacarose

foi de 0,6589 g no ensaio 3.
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Grafico 1. Concentragdo de conidios/mL do fungo Clonostachys rosea crescido em
meio liquido, com adicéo de Dextrose ou Sacarose
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Grafico 2. Numero de UFC/mL de Clonostachys rosea crescido em meio liquido,

com adicéo de Dextrose ou Sacarose.
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Gréfico 3. Biomassa seca (g) de Clonostachys rosea crescido em meio liquido, com
adicdo de Dextrose ou Sacarose.

4.2 Selecdo das condicbes de cultivo em meio liquido utilizando o
planejamento Plackett & Burmann 12.

Apo0s os 7 dias na mesa agitadora, para a producdo de conidios foram
observados resultados discrepantes entre os ensaios, sendo 0s ensaios 7 e 12
0s que obtiveram os melhores resultados (Tabela 5). Destacando-se entre
todos os ensaios, 0 ensaio nimero 7, com condi¢fes de maior temperatura
(28 °C), pH mais acido (3,5), presenca constante de luz, sem glicerina e com
maior relacdo C/N (200/1). Portanto, menor quantidade de nitrogénio,
propiciando ao fungo C. rosea uma maior producdo, chegando a 1,52 x 10’
conidios mI™. O ensaio 12, que teve a segunda maior producdo de conidios
(1,18 x 10" mL™), teve caracteristicas em comum ao ensaio 7, 0 pH (3,5) e a
auséncia de glicerina. J& os ensaios 2 (auséncia) e 5 (presenca), que se
diferenciam somente na variavel glicerol obtiveram os piores resultados,

produzindo 1,0 x 10° conidios mL™.
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Tabela 5. Planejamento Plackett & Burman (P&B 12) para os resultados de
concentragdo de conidios, UFC e biomassa fungica seca.

Ensaios X; X, Xz X; Xs ConidiosmL™ UFCmL™ Biomassa (g)

1 1 -1 1 -1 4 1,01x10’ 7,91x10° 0,3268
2 1 1 -1 1 -1 2,50x10° 1,19x10° 0,3393
3 14001 1 -1 1 1,00x10’ 9,07x10° 0,6083
4 1 1 1 1 -1 1,35x10° 2,05x10° 0,3187
5 1 1 -1 1 1 6,25x10° 1,78x10° 0,4294
6 1 1 1 -1 1 5,19x10° 4,42x10° 0,6566
7 4 01 1 1 4 1,52x10’ 1,30x10’ 0,4785
8 1401 1 1 1 9,08x10° 1,27x10’ 0,5199
9 14 -1 1 1 1 1,14x10’ 8,14x10° 0,3853
10 1 -1 -1 1 1 8,75x10° 8,64x10° 0,4099
11 4001 1 1 4 5,90x10° 2,42x10° 0,3998
12 4 -1 1 14 1,18x10’ 7,18x10° 0,3914
13 0 0 0 0 0O 1,02x10’ 1,03x10’ 0,5005
14 0 0 0 0 0O 3,61x10° 5,8x10° 0,3972
15 0 0 0 0 0O 1,16x10’ 5,86x10° 0,4259

Xi:pH

X, Temperatura
X3:Fotoperiodo

X4:Relagdo C/N
Xs: Glicerol (%)

Quando realizadas as analises estatisticas, as varidveis pH e
fotoperiodo tiveram valores “p” inferiores a 0,1 (probabilidade 90%) (Tabela
6). Portanto, foram considerados significativos estatisticamente, podendo ser
observado pelo diagrama de Pareto (Figura 1), onde as barras que
transcendem a linha de referéncia sdo consideradas significativas, tornando o
préximo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) ser de 22 As
estimativas do efeito das varidveis pH, temperatura, relagdo C/N e glicerol

tiveram valores negativos, possibilitando o uso de menores valores de cada

variavel na DCCR.
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Pareto Chart of Standardized E ffects; Variable: Varé
5 Factor Screening Design; MS Residual=5192289
DV:Varb
| - e
(3Foto |- 2,678779
@Temp |- -1,443
(4)CIN | -1,42987
(B)Glicerol |- -,027013
p=05
Standardized E ffect E stimate (Absolute Value)

Figura 1. Diagrama de Pareto com a significancia das varidveis para producdo de
conidios

Tabela 6. Resultados das anélises estatisticas, valores das estimativas dos efeitos e p
valores.

Variaveis Efeitos p-valor
Médias 15,32558 0,000000

(1) pH -1,77847 0,002065

(2) Temperatura -0,60032 0,182906
(3) Fotoperiodo 1,11444 0,025257
(4)CIN -0,59486 0,186536

(5) Glicerol -0,01124 0,979039

Apbs 24 horas de pipetadas as microgotas para o teste de
viabilidade, sempre foi observado indices de germinacéo acima de 90% em
todos os ensaios realizados. Para UFC, os melhores resultados foram os
ensaios 7 e 8 (Tabela 5) e com os menores valores foram 2 e 5. As variaveis
pH, temperatura e fotoperiodo foram consideradas significantes (p < 0,1),
como pode ser observado no Diagrama de Pareto (Figura 2). O aumento da

temperatura para 28 °C, pH para 8,5 e sem a presenca de luz acarretou um
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decréscimo de 98,4% de conidios mL™. Foi possivel observar que o
microrganismo presente era o fungo C. rosea e ndo contaminantes, pois as
caracteristicas das colbnias foram como as descritas na literatura, com

col6nias esbranquicadas (Sutton et al., 1997).

Pareto ChartofStandardized Effects; Variable: Var6
5 Factor Screening Design; MSResidual=,3576274
DV:Var6

(1)pH for ? /;/ - - .};'?” -5,79131

(3)Fotoperiodo ..__.-5,119226
- - - .-‘_,. " "
(2)Temperatura / -2,86575

! - -,
(4)CN f’f 212723

(5)glicerol ﬁ 180912

p=,05
Standardized EffectEstmate (Absolute Value)

Figura 2. Diagrama de Pareto com a significancia das varidveis para Unidade
Formadora de Coldnias (UFC).

O ensaio que obteve a maior biomassa foi de nimero 6, com 0,6566
g, € 0 de menor biomassa foi o ensaio 4, com 0,3187 g. Estatisticamente
foram consideradas significativas as variaveis, temperatura, fotoperiodo e
glicerol (Figura 3). O aumento dos valores de temperatura e a adi¢cdo do
glicerol conduziram a um incremento na biomassa seca de 0,3379 g. Como o
interesse é a producdo de conidios, os valores de temperatura e relacdo C/N
para o delineamento seguinte (DCCR) foram fixados em 25°C e 200:1

respectivamente, sem adi¢éo de glicerol.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Varé
5 Factor Screening Design; MS Residual=,0024866
DV: Varé

s (LSS LSS LSS LSS S LSS A
aresss VA A S S s

oramsito [/ S S S o

N
i Py /// -1,75164

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3. Diagrama de Pareto com a significancia das variaveis para Biomassa
fangica seca.

4.3 Otimizagao das condigdes de cultivo utilizando o Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR)
A producéo de conidios variou de 1,0x10°a 1,78x10’ conidios mL™

diante dos ensaios propostos pelo Delineamento Composto Central (Tabela
7). As maiores producdes de conidios mL™, 1,78x10’ e 1,22x10°, foram
obtidas com valores de pH 4 e 3,71, respectivamente. As menores produgdes
foram, 1,0 x10° e 1,14 x10° conidios mL™, com niveis de pH 2 e 2,29. O
maior valor de biomassa foi de 0,56 g no tratamento 2 e para UFC o melhor
resultado, 5,15x10° UFC mL™foi no tratamento 6.
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Tabela 7. Resultados da DCCR para concentracdo de conidios, UFC e Biomassa
fangica seca.

Ensaio pH Fotoperiodo  ConidiosmL® UFCmL®  Biomassa
(horas) )]
1 -1 (2,29) -1 (4) 1,05x10° 2,0x10° 0,19372
2 1(3,71) -1 (4) 1,22x10’ 3,9x10° 0,5576
3 -1 (2,29) 1 (20) 3,75x10° 2,0x10° 0,1297
4 1(3,71) 1(20) 5,88x10° 3,91x10° 0,52
5 -1,41 (2,0 0(12) 1,14x10° 0 0,152917
6 1,41 (4,0) 0(12) 1,78x10’ 5,15x10° 0,3852
7 0(3,0) -1,41 (0) 3,0x10° 1,97x10° 0,4112
8 0(3,0) 1,41 (24) 8,88x10° 2,52x10° 0,4654
9 0 (3,0) 0(12) 3,0x10° 1,44x10° 0,3568
10 0 (3,0) 0(12) 1,05x10’ 3,47x10° 0,3971
11 0 (3,0) 0(12) 1,20x10’ 1,53x10° 0,3914

O termo linear do pH dado pelo modelo a 95% de significancia foi

significativo para concentracdo de conidios, gerando um modelo de primeira

ordem (Tabela 8). O coeficiente de determinacdo foi de R*= 0,9188, ou seja

91,88 % da variacdo total pode ser explicada pelo modelo.

Os demais

pardmetros ndo significativos foram descartados. Portanto, foi gerado um

modelo reparametrizado, onde a equacdo estd representada abaixo com o

coeficiente de determinacdo R? = 0,7967, ainda considerada satisfatoria

(Tabela 9).



35

Tabela 8. Coeficiente estimado pelo modelo de regressio no DCCR para
concentragdo de conidios

Fatores Coef. variacéo Erro t(5) p-valor
Média 15,35381 0,365071 42,05706  0,0000

pH (L) 1,56901 0,223895 7,00780  0,000912

pH (Q) -0,63768 0,267165 -2,38684  0,062632

Fotoperiodo (L) 0,18067 0,223895 0,80694  0,456352

Fotoperiodo (Q) -0,22529 0,012879 -0,84328  0,437543

pH x Fotoperiodo -0,34014 0,267165 -1,07582  0,331157

A equacdo 1 representa 0 modelo de primeira ordem
reparametrizado, para a produgéo de conidios em fungéo do pH:
Y= 14,728+1,569.x; 1)

Onde Y, é a resposta predita da producdo de conidios e x; valores
codificados de pH.

Tabela 9. Coeficiente estimado pelo modelo de regressdo reparametrizado no
DCCR para concentragdo de conidios

Fatores Coef. variacéo Erro t(5) p-valor
Média 14,72806 0,224953  65,47178  0,0000
pH (L) 1,56901 0,264174 5,93932  0,000218

Para UFC os termos lineares e quadraticos para o pH foram

considerados significativos (95% de significancia) (Tabela 10) e biomassa
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somente o termo linear para o pH foi significativo (Tabelall). Os
coeficientes de determinacdo dos modelos reparametrizado para UFC e
biomassa foram respectivamente R?=0,90% e R?=0,72%, valores que
explicam a variagdo total pelo modelo.
Equacbes 3 e 4 representam 0s modelos reparametrizado para a UFC

e biomassa em funcédo do pH:

Y,= 14,876+4,054.x,-3,173.x, (2)

Y5=0,3601 + 0,1356 X, 3)

Onde Y,e Y3 sd0 as respostas preditas de UFC e biomassa fungica,

respectivamente. X, representa os valores codificados de pH.

Tabela 10. Coeficiente estimado pelo modelo de regressdo reparametrizado no
DCCR para UFC

Fatores Coef. variacao Erro t(5) p-valor
Média 14,87636 0,687990  21,62292  0,0000
pH (L) 4,05443 0,579352 6,99821 0,000113
pH (Q) -3,17260 0,661321  -4,79736 0,001360

Tabela 11. Coeficiente estimado pelo modelo de regressdo reparametrizada no
DCCR para biomassa fangica seca.

Fatores Coef. variacéo Erro t(4) p-valor

Média 0,360094 0,024258  14,84406  0,0000
pH (L) 0,135616 0,028488 4,76046  0,001029
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Os ajustes dos modelos preditos para concentracéo de conidios, UFC
e biomassa, foram considerados bons. As superficies de contorno geradas a
partir dos modelos apresentados pelas equacdes, podem ser observados na
Figura 42 que o valor maximo para concentracdo de conidios esta fora da
regido estudada, apesar de no delineamento P&B ter indicado um valor
negativo do efeito do pH. A faixa de valores durante a DCCR deveria tender
mais a direita, abrangendo valores de pH um pouco maiores. Observando a
superficie de contorno para UFC (Figura 4B) a regido otima do pH
representada entre 3 e 4 e fotoperiodo de 12 horas e 24 horas, esta dentro da
faixa de valores estudada. J& na Figura 4C, com maiores valores de pH,

ocorreu um aumento na biomassa fungica.
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4.4 Scaleup: producdo massal de conidios em fermentador de bancada.
O meio de cultura utilizado no biorreator de bancada foi o de melhor

resultado durante a otimizacdo em Shaker, seguindo 0 DCCR. Apds sete dias

no Biorreator os valores de concentracdo de conidios.mL™, UFC.mL™ e

biomassa/100g, foram de 6,75 x10°, 1,50x10° e 0,63grespectivamente.

4.5 Dindmica de crescimento foliar do fungo Clonostachys rosea em
folhas de morangueiro.

Apobs os 10 dias encubados em BOD, foi observado que nas duas
concentracdes de conidios.mL™ (10° e 10°) do fungo C. rosea, o crescimento
foi considerado satisfatdrio, ocupando praticamente toda a area dos discos de
folhas (gréafico 4). Nos tratamentos em que foram aplicadas agua esterilizada
e a testemunha (sem inoculacdo), ndo foi observado crescimento de qualquer

microrganismo.

4.6 Capacidade antagbnica de Clonostachys rosea a Botrytis cinerea

No teste de capacidade antagdnica, nas duas concentracdes de 10° e
10° conidios.mL™, o fungo C. rosea suprimiu quase que totalmente a

esporulacdo do patégeno B. cinerea (grafico 4).
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Gréfico 4. Colonizacdo de Clonostachys rosea e esporulacdo de Botrytis cinerea
em discos de folhas de morangueiro tratadas com Clonostachys rosea.

5 DISCUSSAO

A produgdo em grande escala é necessaria para viabilizar a
utilizacdo agricola de um agente de controle bioldgico. Esse fato também é
indispensavel para Clonostachys rosea. Apesar de haver poucos relatos na
literatura, Frier et al.(1999) (citado por VICCINI, 2004), observaram que
tanto em fermentacgdo liquida, quanto em fermentagdo soélida, a producao de
conidios é abundante. No presente trabalho foi otimizado o meio de cultura
liquido e as condicBGes que favorecem a maior producdo de conidios do

fungo C. rosea.
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Um meio de cultura adequado também € considerado
importantissimo, para o sucesso da producao de conidios/esporos de diversos
fungos em meio liquido e, sua composicdo deve sempre conter fontes de
carbono, nitrogénio e minerais (ALVES, 1998). No meio estudado no
presente trabalho, foram testadas duas fontes de carbono, para a escolha da
gue incrementasse a producdo de conidios de C. rosea. As fontes de carbono
utilizadas foram a dextrose/glicose e a sacarose. Os resultados demonstraram
que, a dextrose obteve melhor desempenho para a producdo de conidios,
tendo seu méximo de produgdo em 1,49x10’ conidios mL™, enquanto com
sacarose foi de 7,30x10° conidios mL™, um incremento de 48,99%. Thomas
et al. (1987) testaram diferentes fontes de carbono e verificaram que o uso da
glicose, aumentou a producdo de conidios do fungo entomopatogénico
Beauveria bassiana em meio liquido.

Para a realizacdo dos nossos testes, foi usada a metodologia de
planejamento de experimentos, uma excelente ferramenta estatistica que
permite avaliar a interferéncia das variaveis em todo o0 processo e as
interaces entre as mesmas, além de reduzir substancialmente o nimero de
ensaios e 0s custos durante todo o experimento (Rodrigues & lemma, 2009).
Durante o delineamento composto central, foi otimizado as condicGes de
cultivo do C. rosea. Foi observado durante esse delineamento que o pH foi a
variavel que teve maior influéncia em todo o processo, pois com os valores
3,71 e 4,0 foram obtidos os melhores resultados e, na faixa de 2 e 2,3, mais
acida, a producdo de conidios foi quase nula, contrério a relatos feitos por
Sun et.al. (2013), que observaram a maior a produgdo de conidios de C.
rosea em faixas de pH mais neutras..

Os resultados também demonstraram que o fungo C. rosea nao é tao
dependente de iluminacdo para sua reprodugdo e multiplicacdo, pois com
apenas 4 horas a producdo foi de 1,22 x10’conidios mL™, proxima a de
maior valor, que tinha como fotoperiodo 12 horas de luz (1,78x10’ conidios

mL™). Testes de viabilidade por microgotas foram realizados e os resultados
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mostraram que o crescimento do fungo Clonostachys rosea em meio liquido
ndo interfere nas taxas de germinacéo, ficando sempre acima dos 90%

Leite et al. (2003) relataram que meios ricos em carbono e com
deficiéncia em nitrogénio, tendem a produzir maior quantidade de conidios
para os fungos entomopatogénicos, Beauveria brassiana e Metarhizium
anisopliae. No presente trabalho, estatisticamente a relagdo entre as
dosagens de carbono e nitrogénio ndo foram consideradas significativas
durante o delineamento P & B 12, mas foi observado que o melhor resultado
na producdo de conidios foi a de 200:1 ( duzentas partes de carbono e uma
de nitrogénio), concordando com o relatado pelo autor.

Relatos na literatura, descrevem sobre a importancia do glicerol na
producdo massal de fungos agentes de biocontrole (HALLSWORTH &
MAGAN, 1995; JIN et al. 1996 e SRIRAM et al., 2011). Watanabe et al.
(2006) testaram a tolerancia dos propéagulos de Trichoderma asperellum a
dessecacdo e, observaram que os produzidos em fermentacdo solida
apresentaram maior tolerancia a dessecacdo em relacdo aos produzidos em
meio liquido. Sriram et al. (2011) afirmaram que o uso do glicerol, mesmo
diminuindo atividade da 4gua no meio, aumentou o tempo de prateleira de
formulacBes a base de Trichoderma harzianium. Em nossos estudos a
adicdo do glicerol no meio de cultura foi considerada ndo significativa
estatisticamente e, apresentou efeito negativo na produgéo de conidios de C.
rosea, apenas aumentando os valores de biomassa seca nos tratamentos com
seu uso. Esses estudos poderdo ser feitos ou adaptados futuramente,
sugerindo seu uso nas etapas de formulag&o..

O uso de biorreatores modernos possibilitam o controle de diversos
parametros em todo o processo, como: temperatura, pH, agitacdo, pressao,
oxigénio dissolvido e aeracdo. Jakubikova et al. (2006) relataram que a
aeracdo € um dos fatores criticos em fermentadores para a produgdo de
conidios, observando também a necessidade de suplementagdo com oxigénio
para a manutencdo de niveis requeridos. Nos ensaios realizados no presente

trabalho, pH e agitacdo, ndo foram passiveis de controle, e as formas de
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manter algum nivel de aeracdo foi através da propor¢do de meio de
cultura/volume nos erlenmeyers (2,5:1) e agitacdo (160 rpm).Nos testes para
validacdo dos resultados em biorreator, valores diferentes dos testes
preliminares foram observados. O pH das amostras foram medidos apds os 7
dias e, foi observado um valor de 7,73, muito acima do valor inicial ajustado
(4,0). Esse valor demonstra o porqué do decréscimo nos valores de
concentracdo de conidios e acréscimo na biomassa, pois nos testes
preliminares foi demonstrado a grande influéncia da variavel pH em todo o
processo, e que com o aumento do pH, favorece menores valores na
producéo de conidios e um aumento na biomassa

A producdo do fungo C.rosea em biorreatores, ndo afetou sua
capacidade de colonizacdo e de antagonismo a B.cinerea. em discos de
morangueiro. Mesmo com sua aplicacdo em diferentes concentracdes, a
presenca de B.cinerea foi praticamente nula, indo de encontro com a
literatura, onde diferentes isolados de C.rosea, foram eficientes na supressao
a esporulacdo do B. cinerea em folhas de roseiras e morango (Valdebenito et
al., 1997).Nobre et al.(2005), relataram que o mecanismo de competicdo por
nutrientes € o principal mecanismo de antagonismo de C. rosea a B. cinerea,
em tecidos de folhas senescentes.

Sun et al. (2013) estudaram a producdo de clamidésporos de C.
rosea em meio liquido. Esses autores verificaram uma producéo de 1x10°
clamiddsporos mL™, valores superiores aos registrados em nosso trabalho,
que foi focado na producdo de conidios, demonstrando ser preciso a
continuidade dos estudos, buscando novas fontes de nutrientes e parametros
que possam influenciar no aumento da produgdo de conidios do fungo

Clonostachys .
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6 CONCLUSOES
A producdo de conidios do fungo Clonostachys rosea em meio liquido €

possivel.

A variavel pH é a que tem maior influéncia em todo o processo de producao.
A méxima producdo de conidios foi, nas condi¢des de pH 4,0 e 12 horas de
luz.

Os conidios de C. rosea produzidos em meio liquido apresentam altos
indices de germinacé&o.

A producdo em meio liquido ndo afetou a capacidade antag6nica do C. rosea
a Botrytis cinera.

A fonte de carbono dextrose incrementa a produgdo de conidios em

compara(;éo a Sacarose.
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