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RESUMO

A capacidade do Clonostachys rosea agir como agente de controle bioldgico de doencgas e de
pragas, bem como promover o crescimento de plantas, € amplamente conhecido. Entretanto,
um dos maiores desafios para o desenvolvimento de produtos a base deste antagonista é a sua
producdo em massa. Atualmente, a sua producdo é realizada por meio de fermentacdo em
estado s6lido, consumindo muito espaco, tempo e intensa mao de obra, sendo que a utilizago
da fermentacdo em estado liquido podera colaborar para vencer esse desafio. Realizar a
otimizagdo de diferentes combinagBes entre variaveis que interferem no processo
fermentativo em meio submerso visando aumentar a concentracdo de conidios produzidos no
meio de cultivo foram os objetivos do presente estudo. Também foram avaliados 0 nimero
das unidades formadoras de coldnia (UFC), de microesclerddios e da biomassa flngica seca.
Ao final das fermentacdes foram realizados bioensaios para comprovar a eficacia dos
propagulos de C. rosea produzidas via fermentacdo liquida no controle de alguns patégenos e
uma praga de importancia na agricultura brasileira (Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum
e Bemisia tabaci). Inicialmente foi realizado um ensaio utilizando delineamento experimental
de Plackett-Burman, estudando a interacdo entre seis varidveis do meio de cultivo: relacdo
C:N, carbono total do meio, pH, indculo inicial e as concentraces de Ca e Fe. Em seguida, a
otimizagdo das condigdes de cultivo foi realizada com o Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR), com trés fontes de nitrogénio (extrato de levedura, farelo de algodao e
ureia) e variando o pH durante a fermentacdo. As duas primeiras etapas foram realizadas em
Erlenmeyers de 250 mL com trés defletores basais, nos quais foram adicionados 90 mL dos
diferentes meios esterilizados e 10 mL de indculo. A etapa final de fermentacao foi realizada
em biorreatores automatizados de bancada de 3 L (Eppendorf®, BioFlo 115, Alemanha). A
maior concentracido média obtida de conidios via fermentacdo liquida foi de 7,87 x 10°
conidios mL™ com 120 horas de fermentagdo em meio contendo: relagdo C:N 50:1, Cal g L’
! Fe 100 mg L™, pH 6, carbono total 24 g L™ e inéculo inicial de 1x10° conidios mL™. Na
fermentac&o sélida utilizando gréos de arroz, o valor médio méximo obtido apds 30 dias de
fermentacdo foi de 1,87 x 10° g*. A fermentacdo de C. rosea realizada em biorreator de
bancada resultou em uma menor producdo de conidios quando comparada com as produc¢des
obtidas nas etapas anteriores (1,49 x 10" conidios mL™ com 120 horas de fermentacdo). O
agente de controle biolégico controlou de maneira significativa todos os patégenos e a praga
testados, ndo apresentando diferencas estatisticas entre as formas de producdo dos propagulos
de C. rosea testados.

Palavras-chave: Bioprodutos, Plackett e Burmann 12, Fermentagcdo submersa, DCCR,
Controle Bioldgico.



ABSTRACT

The potential of Clonostachys rosea to act as a biocontrol agent for diseases and pests — as
well as to promote plant growth — is well known. However, one of the major challenges for
the development of products based on this antagonist is its mass production. Currently, its
production is carried out through solid-state fermentation, a labor-intensive process that
consumes too much space and time. The use of liquid fermentation can help overcome this
challenge. The objective of this study is to optimize different combinations between variables
that interfere with the fermentation process in a submerged medium in order to increase the
concentration of conidia produced in the culture medium. The numbers of colony-forming
units (CFU), microsclerotia and dry fungal biomass were also evaluated. The effectiveness of
the propagules of C. rosea produced in liquid fermentation in the control of Botrytis cinerea,
Sclerotinia sclerotiorum and Bemisia tabaci was evaluated. Initially, an assay was carried out
using the Plackett-Burman experimental design, studying the interaction between six variables
of the culture medium, which are C:N ratio, total carbon of the medium, pH, initial inoculum
and concentrations of Ca and Fe. Subsequently, the optimization of the culture conditions was
performed with Rotational Central Composite Design (RCCD), using three nitrogen sources
(yeast extracts, cottonseed meal and urea), and varying the pH during the fermentation. The
first two steps were performed in 250 mL Erlenmeyers with three basal deflectors, in which
90 mL of sterilized different media and 10 mL of inoculum were added. The final
fermentation step was carried out in a 3L bench bioreactor (Eppendorf, 115 BioFlo,
Germany). The highest concentration of conidia obtained from submerged liquid fermentation
was 7.87 x 10° conidia mL™ at 120 hours of fermentation in the medium with: C:N 50:1, Ca 1
g L™, Fe 100 mg L, pH 6, total carbon 24 g L™ and initial inoculum 1x10° conidia mL™. In
the solid fermentation using rice grains, the maximum value obtained after 30 days of
fermentation was 1.87 x 10° g™*. The submerged fermentation of C. rosea carried out in a
bench bioreactor resulted in a lower production of conidia when compared to the production
obtained in the previous steps (1.49 x 10’ conidia mL™ after 120 hours of fermentation). C.
rosea produced by submerged fermentation and solid-state fermentation controlled all
pathogens and pest evaluated in the same way.

Key words: Bioproducts, Plackett and Burmann 12, Submerged fermentation, DCCR,
Biocontrol.
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1 INTRODUCAO

A comercializacdo de biopesticidas agricolas no Brasil cresceu em 2018 mais do que
70%, movimentando R$ 464,5 milhdes ante R$ 262,4 milhdes em 2017. Mundialmente o
setor apresentou crescimento de 17% no mesmo periodo (MAPA, 2019). O Brasil segue esta
tendéncia e esta gerando uma necessidade por diversidade de agentes de controle bioldgico e
seus potencias produtos. A utilizacdo dos agentes de biocontrole visa diminuir problemas
ambientais causados pelo uso dos agrotdxicos, como contaminacgdo do solo, agua e eliminacao
de organismos benéficos (BETTIOL et al., 2009) e minimizar a selecdo de patdgenos
resistentes a esses produtos (HARMAN, 2000), tornando-se uma importante ferramenta para
reduzir o uso de agrotdxicos na agricultura.

O fungo Clonostachys rosea tem grande potencial como um agente de biocontrole de
fitopatdgenos flngico e age por parasitismo, antagonismo, competicdo e inducdo de
resisténcia de plantas (LAHOZ et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2011; LAHLALI e PENG,
2013), além de promover o crescimento de plantas (LUBECK et al., 2002), controlar mosca-
branca (Bemisia tabaci) (ANWAR et al., 2018) e nematoides (SUTTON et al., 1997).

A producdo em grande escala de C. rosea € um processo conhecido e de simples
execucdo em condicbes controladas, porém sua producdo ainda depende da fermentacdo em
estado solido (ZHANG et al., 2013), técnica que necessita de muito tempo para a producdo de
conidios e exige um ambiente amplo para a execu¢do do processo. Uma alternativa para a
producdo massal de C. rosea em larga escala é a fermentagcdo em estado liquido, ou cultura
submersa, que minimiza o tempo de producdo, espaco e mdo de obra, fatores cruciais na
viabilidade econémica de uma producdo massal de fungos filamentosos usados como agentes
de biocontrole (CARVALHO et al., 2018; MASCARIN et al., 2018).

Desta forma, visando otimizar a combinacgéo entre diferentes variaveis que interferem
no processo de multiplicacdo das estruturas reprodutivas de C. rosea, este trabalho foi
realizado com o objetivo de aumentar a produgdo de conidios de C. rosea via fermentacdo
liquida e validar seu potencial como agente de controle de Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis

cinerea e Bemisia tabaci.



17

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Clonostachys rosea

Clonostachys rosea é um ascomiceto da ordem Hypocreales (Bionectria ochroleuca:
teleomorfo), anteriormente classificado como Gliocladium roseum (SCHROERS et al., 2001).
Cosmopolita e relatado como saprofita, C. rosea € um organismo comum no solo, restos
culturais e plantas daninhas. Pode ser encontrado em ambientes com pH variando de neutro a
alcalino e em regiGes temperadas, tropicais e desérticas (NOBRE et al., 2005; SUTTON et al.,
1997), sugerindo a sua eficiéncia em colonizar solos e plantas em ampla faixa de temperatura,
variando de 18 a 30 °C. Essa espécie produz conidios unicelulares em conidioforos de dois
tipos, penicilado solitarios ou agregados, formando pustulas obscuras ou ausentes, ou na
forma verticilada (MOREIRA, 2012). As colonias do fungo em meio de cultura podem ser
esbranquicgadas, alaranjadas ou salmao.

Schiller e Sinclair (1984) isolaram C. rosea de hastes, vagens, folhas e sementes de
soja. Por outro lado, Sutton et al. (1997) obtiveram isolados de amostras de raizes de trevo
vermelho, folhas de morangueiro e framboesa. Em sua fase sexuada (B. ochroleuca), pode ser
encontrado, principalmente em ramos mortos de arvores, em plantas herbaceas e parasitando
outros fungos (SUTTON et al., 1997). Este fungo pode produzir dois tipos de conidi6foros;
verticilados e penicilados, que se desenvolvem a partir de hifas superficiais espessadas em
caules, estames e folhas entre 32 a 72 h ap6s germinacao e podem produzir conidios entre 40
e 72 h apbs a germinacdo inicial.

O sequenciamento realizado do genoma do C. rosea por Karlsson et al. (2015) revelou
que o fungo possui um tamanho de 58,3 Mb e 14,268 genes, e quatro genes para a producéo
de quitinase (dois do subgrupo B e dois do subgrupo C). Os autores também ressaltaram que
os dados sugerem que a tolerancia a metabdlitos secundarios é uma caracteristica proeminente
na biologia de C. rosea.

Clonostachys rosea é amplamente conhecido por sua a¢do contra o fungo Botrytis
cinerea, agente causal do mofo-cinzento, importante doenca que causa dano em,
aproximadamente, 200 espécies de plantas cultivadas com distribuicdo global (WILLIAMNS
et al., 2007). Também controla nematoides (KHAN et al., 2006), além de promover o
crescimento de plantas (LUBECK et al., 2002) e controlar insetos (ANWAR et al., 2018).

Gong et al. (2017) destacaram que C. rosea induz resisténcia a B. cinerea em frutos de
tomate. Algumas moléculas de sinalizacdo foram induzidas em diferentes momentos apos a

infeccdo. O acimulo substancial de moléculas sinalizadoras em resposta & indugdo de C.
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rosea levou a expressao de inimeros genes/proteinas de defesa da planta hospedeira. Além
disso, alguns pequenos RNAs de B. cinerea podem silenciar genes de tomate envolvidos na
imunidade (ARNE et al., 2013), porém a inducdo de resisténcia por C. rosea pode enfraquecer
o efeito desses RNAs em frutos de tomate. Clonostachys rosea também induziu resisténcia a
patdgenos em algumas espécies de plantas. Lahoz et al., (2004) trataram raizes de plantas de
tabaco com C. rosea e analisaram o extrato foliar das plantas quanto aos niveis de B-1,3-
glucanases, [-1,4-glicosidases, quitinases, N-acetil-b-glucosaminidase e peroxidases Os
autores constataram que as atividades de B-1,3-glucanases, [3-1,4-glicosidases e quitinases
aumentaram nas plantas tratadas com o fungo e também concluiram que a severidade do oidio
foi menor em plantas tratadas com C. rosea e posteriormente infectadas com Erysiphe orontii.

Outro alvo bioldgico de C. rosea sdo os nematoides, sendo reconhecido como parasita
facultativo para nematoides fitopatogénicos (LI et al., 2006; ZHAO et al., 2005). A sua
eficiéncia foi relatada por Khan et al. (2006) no controle de nematoides, principalmente das
espécies pertencentes a Meloidogyne, mediante parasitismo de ovos e produzindo dois tipos
de enzimas, protease e quitinase, que sdo essenciais ao processo de antagonismo. Por fim,
esse fungo ainda demonstra capacidade de colonizar insetos, como por exemplo Oncometopia
tucumana e Sonesimia grossa (TOLEDO et al., 2006) e, mais recentemente, Bemisia tabaci
(ANWAR et al., 2018).

O isolado IK726 de C. rosea induziu o crescimento de plantulas de tomate
(RAVNSKOV et al., 2006) e aumentou significativamente a massa de cevada (JOHANSEN et
al., 2005). De acordo com Ravnskov et al. (2006), a inducdo do crescimento das plantas
coincidiu com um aumento no teor de fdésforo e sugeriram que C. rosea pode ser o
responsavel pelo aumento na solubilizagdo deste elemento.

Cota et al. (2008 a,b) ressaltaram que C. rosea foi superior a alguns fungicidas
comerciais (Procimidona e Captan) no controle de B. cinerea em morango em testes de
campo. Boff et al. (2003) afirmaram que a colonizacdo das pétalas e flores por B. cinerea
pode ser prevenida ou reduzida pela acdo de C. rosea, visto que este agente de biocontrole
protege as pétalas e flores do morangueiro contra a infec¢do de B. cinerea durante o resto do
periodo produtivo. Isto seria uma grande vantagem, visto que as aplicacGes de fungicida
oferecem protecdo somente por um periodo limitado. Outras vantagens podem ser creditadas a
esse microrganismo, como a relativamente facil producdo de indculo em material sélido

(quando comparado a outros agentes de biocontrole) e apresentar baixo risco ecoldgico



19

devido a sua distribuicdo natural em plantas e solo (SCHROERS, 2001; SUTTON e PENG,
1993; TOLEDO et al., 2006).

Apesar de sua comprovada eficiéncia como agente de controle biologico de doengas
de plantas, existem poucos produtos comercias a base de C. rosea (BETTIOL et al., 2012).
No Brasil ndo ha nenhum biofungicida registrado no MAPA com o C. rosea como ingrediente
ativo. Nos Estados Unidos existem dois produtos liberados pela U.S. Environmental
Protection Agency (Vectorite®, FPSolano®). No Brasil e no mundo hé diversos bioprodutos
registrados com C. rosea em sua composi¢cdo, em diversas categorias como, por exemplo,
promotores de crescimento ou bioativadores. Por seu potencial, a producdo em escala
industrial passou a ser um objetivo de diversos estudos. Carvalho et al. (2018) afirmaram que
para a sua producdo, existem basicamente dois processos em grande escala de fungos: em
substrato sélido, nos quais sdo produzidos esporos aéreos, mas consome muito espaco e
tempo, 0 que o torna caro; e cultivo submerso, no qual o substrato esta na forma liquida, que é
uma alternativa com alta producdo e baixo custo quando comparado ao meio solido de
fermentacdo (WATANABE et al., 2006).

2.2 Fermentacéo

A fermentacdo possui uma importancia histérica para a humanidade e data de milhares
de anos atras, principalmente para o processamento de alimentos. Considerando o século
passado e as ultimas décadas, ainda é utilizada para a producdo de importantes biomoléculas e
produtos para industrias, incluindo a de alimentos, farmacéutica, téxtil, bioquimica e
bioenergia, entre outros (PANDEY, 2003; SOCCOL e VANDENBERGHE, 2003).

2.2.1 Fermentacéo solida

A fermentacdo em estado solido é um processo no qual os microrganismos se
desenvolvem em um ambiente sem agua livre ou com um conteldo muito baixo de agua livre
(SOCCOL et al., 2017). Normalmente, os fungos filamentosos e leveduras que sdo adaptados
a baixos niveis de atividade da &gua sdo considerados organismos adequados para a
fermentacdo em estado sdlido (GE et al.,, 2017). Um dos fatores limitantes para a
multiplicacdo de microrganismos e a adaptacdo a esse processo é a quantidade reduzida de
agua no substrato, porém os fungos se mostram bastante tolerantes a esse ambiente

(FERNANDES, 2006). Os substratos solidos mais utilizados sdo os grdos de arroz, milho,
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milheto, trigo e aveia (VINIEGRA-GONZALEZ, 1997). Também pode ser realizado
utilizando um suporte sintético (poliuretano) com adicdo de uma fonte nutricional.

A esporulacdo dos fungos ocorre na superficie e nas cavidades com espacos livres do
substrato ou suporte utilizado (SMITS et al., 2003). Quando a agua estd em excesso, 0
rendimento de esporulacdo (indice de esporulacdo) diminui porque as cavidades dos meios
sdo ocupadas pela agua, o que reduz os espacos livres para o desenvolvimento de formas de
reproducéo de fungos (DE LA CRUZ QUIROZ et al., 2015). Os autores ainda ressaltaram que
0 estresse hidrico da fermentacdo em estado sélido (SSF) favorece a esporulagdo de fungos.
Primeiro, promovendo a inducdo ao inicio precoce da esporulacdo e, em segundo lugar,
evaporando o0 excesso de agua, liberando espacos livres para a esporulacdo, o que contribui
para um aumento importante no indice de esporulagao.

O uso da SSF e linhagens de fungos filamentosos pode agregar valor aos residuos
agricolas, por meio de bioconversdes. Esses residuos incluem bagaco de plantas, sementes,
casca e frutos e sdo constituidos por celulose, que representam uma fonte potencial de agucar
e energia (PANDEY et al., 2008).

Em fermentacbes de C. rosea em substrato sélido realizadas por Carvalho et al.
(2018), foram relatadas a producdo de 5x10° conidios g* de C. rosea em 15 dias de
fermentacdo utilizando arroz como substrato. Também utilizando como fonte principal no
meio de cultivo Viccini et al. (2007) observaram producdo de 3,4 x 10° conidios g™ de C.
rosea, produzidos em Erlenmeyer. Por outro lado, Zhang et al. (2015) obtiveram a
concentragdo de 3,5 x 10% conidios g™ de C. rosea em 11 dias, utilizando farelos de trigo e

milho (proporc¢éo de 3:1).
2.2.2 Fermentacéo liquida

A principal contraparte da fermentacdo em substrato solido é a fermentagdo submersa,
um processo no qual os microrganismos se multiplicam em meio liquido, com alto teor de
agua livre.

Os processos biologicos realizados na fermentagdo em cultura submersa tém
vantagens notaveis em relagéo a instrumentacéo e controle da fermentagdo (monitoramento de
pH, oxigénio dissolvido, temperatura, concentracdo de moléculas sollveis em &gua), também
quanto a separacdo da biomassa apds a fermentacdo, mistura, aeracdo e dimensionamento,
qguando comparados com a fermentacdo em estado solido (FARINAS, 2015).

Mascarin et al. (2015) afirmaram que com o controle dos parametros de fermentacéo,

como pH, oxigenacdo, relacdo C:N e temperatura, a producdo em cultura submersa é mais
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vantajosa e permite melhor controle da contaminacdo e demanda menos espaco e trabalho
manual em relacéo a fermentacéo solida estatica. Alem disso, 0 emprego de biorreatores com
agitacdo mecanica ou sistema airlift permite o escalonamento automatizado de uma produgéo
mais padronizada do propagulo e/ou metabdlito de interesse num curto intervalo de tempo.

Algumas empresas de biopesticidas adotam a tecnologia de fermentacdo liquida para a
producdo de conidios submersos. Porém, ndo ha relatos sobre rendimentos, tempo de
fermentacdo, custos de producéo e comparagdo com conidios aéreos em termos de eficacia e
vida-de-prateleira (KOBORI et al., 2015).

Com a fermentacao liquida é possivel aumentar a producdo de propagulos diferentes,
incluindo os clamidosporos. Os clamiddsporos de C. rosea sdo importantes ecologicamente
ao fungo, pois sdo mais eficientes do que os conidios para proliferar, sobreviver e germinar no
solo (CALDWELL 1958; BEAGLE-RISTAINO e PAPAVIZAS, 1985); isto ocorre porque 0s
clamiddsporos sdo células resistentes com paredes externas espessas (HUGHES, 1985).
Clonostachys rosea raramente gera clamidosporos em condi¢Ges naturais (SUN et al., 2014).
Li et al. (2005) investigaram a formacdo de clamidosporos em C. rosea e descobriram que 0s
esporos resistentes poderiam ser induzidos pela introducdo do composto antifingico iturina
(extraido de isolados de Bacillus subtilis) no meio de cultivo. Sun et al. (2014) afirmaram que,
na maioria dos casos, a producdo de clamidosporos foi através da expansdo das células
miceliais em cultura liquida, embora ndo tenha sido facil induzir este tipo de esporos sob
condicBes convencionais. A porcentagem de clamiddsporos na cultura submersa aumentou
ligeiramente com o tempo, sugerindo a conversdo de alguns conidios em esporos resistentes.

A influéncia do pH na producéo de conidios de C. rosea foi relatada por Carvalho et
al. (2018), sendo que meios com o pH 3,5 promoveu a melhor producédo de conidios. Steyaert,
Weld e Stewart (2010) observaram que a maior producdo de conidios de Trichoderma
atroviridae foi em meios com valores menores de pH.

Leite et al. (2003) relataram que meios ricos em carbono e com deficiéncia em
nitrogénio tendem a produzir maior quantidade de conidios e que a esporulacdo dos fungos é
separada do seu crescimento vegetativo por processos metabolicos distintos, bem como
requisitos nutricionais e ambientais (GAO et al., 2009; SUN et al., 2009). Sun et al. (2014)
defendem que as fases de fermentacdo do crescimento vegetativo e producdo de esporos
podem ser reguladas de forma diferente, ndo apenas para aumentar os niveis de fermentacao,
mas também para acumular produtos eficazes. Essa otimizacdo da fermentacdo por meio da

transicdo de condigdes otimas de cultura para condigdes adversas pode atender & demanda de



22

grande quantidade de clamidosporos de agentes de biocontrole para aplicacfes de campo
(GAO et al., 2009).

A utilizacdo de diferentes fontes de C e N tem sido explorada no desenvolvimento de
meios de cultura para a fermentacdo em estado liquido por diversos autores (LEITE et al.,
2003; VICCINI et al., 2007; ZHANG et al., 2015; CARVALHO et al., 2018), especialmente
daqueles a base de produtos naturais, levando a avancos na aplicacdo desses produtos nos
processos de fermentacdo em larga escala (CONNORS, 2002; KAMPEN, 2014). O processo
de substituicdo dos componentes nutricionais por um substrato complexo, barato e acessivel é
importante quando se busca a reducdo dos custos de producdo do meio (JACKSON et al.,
1996; JACKSON, 1997).

Cerca de 50% da biomassa seca produzida é de carbono, sendo esse o principal
componente de um meio de cultura, pois fornece o elemento mais importante para construgéo
das células, além de suprir a energia necessaria para movimentar o metabolismo do
microrganismo (KAMPEN, 2014). Pode-se usar diferentes fontes de carbono no meio de
cultivo desde agucares simples (glicose, frutose) a 6leos (soja, canola) (CONNORS, 2002).
Entretanto, segundo Mascarin et al. (2015b) a concentracdo de carbono no meio é mais
importante do que a fonte de carbono, pois, afeta também os niveis de osmolaridade e
oxigénio dissolvido. Os autores relataram que o potencial osmdtico e nivel de oxigénio
dissolvido foram maiores em meios com altas concentracdes de carbono (140 e 200 g L) em
relagdo aqueles com concentragdo mais baixa, fatores que atuaram em sinergia e
incrementaram a producéo de blastoporos de Beauveria bassiana.

Uma das vantagens significativas da fermentacdo liquida é a diminuicdo do tempo
necessario para a producdao em massa de conidios de C. rosea. No trabalho realizado por
Carvalho et al. (2018), com o uso de biorreatores de bancada com meio de cultura e condigdes
otimizadas, a concentracdo de conidios chegou a 1x10° mL™ no sétimo dia. Para comparac&o,
a fermentacdo em estado solido utilizando grédos de arroz ou trigo como substrato requer
aproximadamente 15 dias para produzir 5x10° conidios g*. Carvalho et al. (2018) ainda
ressaltaram a importancia que a producéo de conidios utilizando a fermentacdo liquida requer
menos espaco e trabalho, o que é uma consideracdo crucial em relagdo aos custos de energia e
mao-de-obra para producdo em massa. Para aumentar a producéo de conidios de C. rosea via
fermentagdo liquida foram utilizados delineamentos experimentais convencionais em ensaios
de fermentacdo. Além da producdo de conidios de C. rosea, também foram avaliadas a

formacdo de outros propégulos.
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2.3 Delineamentos Experimentais
2.3.1 Plackett-Burman

O delineamento experimental de Plackett-Burman é utilizado para identificar os
fatores mais importantes no inicio da fase de experimentacdo, quando o conhecimento
completo sobre o sistema em estudo ndo esta disponivel (ANAND et al., 2018). Este
delineamento é um fatorial fracionario (YU et al., 1997) utilizado para demonstrar 0 peso
relativo de vérios fatores.

Nesse delineamento, cada fator é estudado em dois niveis: (-1) para o nivel inferior e
(+1) para o nivel superior. Essa técnica é especialmente pratica no caso de um grande nimero
de fatores e quando ndo esta claro quais configuracbes provavelmente estardo mais proximas
das respostas 6timas (PLACKETT e BURMAN, 1946).

Este delineamento é constantemente utilizado em pesquisas que envolvem processos
fermentativos desde a producéo de etanol (WEHBE et al., 2017; PABLE et al., 2019; MA et
al., 2019), indastria alimenticia (ZHANG et al., 2017) e em estudos de otimizagdo na
producdo de biopesticidas (AWAD et al., 2017; SHANG et al., 2017; CARVALHO et al.,
2018).

2.3.2 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)

O Delineamento Composto Central (DCC) pertence a uma familia de delineamentos
eficientes, os delineamentos compostos, 0s quais requerem poucos ensaios para sua realizacdo
(ATKINSON e DONEV, 1992). O Delineamento Central Composto Rotacional foi
desenvolvido, inicialmente, por Box e Wilson (1951) para estudo de funcGes polinomiais de
resposta na industria, onde o erro experimental, em geral, € pequeno, e as condicGes
experimentais sdo mais facilmente controlaveis.

O Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) foi utilizado por diversos
autores nos altimos trés anos na otimizacdo da producdo de agentes de biocontrole ou de
metabolitos secundarios produzidos (PEREIRA et al., 2017; AWAD et al., 2017; SHANG et
al., 2017; CARVALHO et al., 2018; BARRERA et al.,, 2019; ANANY et al., 2019;
KARUPPIAH et al.,, 2019). Conforme Mateus et al. (2001), este delineamento possui
caracteristicas interessantes para a busca da resposta Otima, que sd&o um numero de
tratamentos reduzido em comparacdo aos fatoriais completos e pode ser realizado

sequencialmente, de forma a caminhar no sentido da otimizagdo do sistema. Nessas
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condicdes, € comum repetir apenas um tratamento, no caso, o relativo ao ponto central,

reduzindo assim o tempo e custo operacional.

3 MATERIAL E METODOS
Este trabalho foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Microbiologia
Ambiental “Raquel Ghini” da Embrapa Mecio Ambiente (22°43°36”S e 47°00°59”W),

localizado no municipio de Jaguaritna, Estado de Séo Paulo.

3.1 Organismos utilizados e manutencgéo das culturas

Nos estudos foram utilizados os fungos Clonostachys rosea, Botrytis cinerea e
Sclerotinia sclerotiorum e a mosca-branca Bemisia tabaci.

O agente de controle biolégico utilizado nesse experimento foi a cepa de Clonostachys
rosea LQC-62, o qual é proveniente da colecdo da Embrapa Meio Ambiente (depositada no
NCBI sob numero de acesso MG489966), originalmente isolada em cultivos de rosas na
cidade de Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Essa cepa apresenta certa tolerancia a radiacdo UV-B
quando comparada a outras cepas (COSTA et al., 2012). O cultivo da cultura foi realizado em
placas de Petri, com meio batata-dextrose-agar (BDA, Difco®) na dosagem de 40 g L™, as
quais foram mantidas a 25 °C, 12 h de luz, por 14 dias e, posteriormente, preservado a -20 °C
em uma solucao esterilizada de 4gua destilada e 10% de glicerol.

A cepa de B. cinerea foi obtida colecdo da Embrapa Meio Ambiente (sob codigo de
acesso CMAA-1123). O cultivo da cultura foi realizado em placas de Petri de 90 mm x 15
mm, com meio BDA. As placas com o fungo foram mantidas a 25 °C, 12 h de luz, por 21 dias
e, posteriormente, discos do meio de cultura foram preservado a -20 °C em uma solucéo
esterilizada de &4gua destilada e 10% de glicerol.

Sclerotinia sclerotiorum utilizada nos ensaios foi proveniente da colecdo da Embrapa
Meio Ambiente. O cultivo inicial da cultura foi realizado em placas de Petri, com meio BDA.
As placas com o fungo foram mantidas a 25 °C, 12 h de luz, por 21 dias e, posteriormente,
preservado a -20 °C em uma solucgéo esterilizada de agua destilada e 10% de glicerol. Para a
producéo dos esclerddios foi utilizado um meio de cultivo com cenoura e fuba seguindo a
metodologia de Garcia et al. (2012), os esclerédios foram colhidos apds trinta dias da
incubacéo e armazenados em geladeira a 4 °C.

A manutencdo da criacdo de B. tabaci foi realizada em plantas de couve manteiga
(Brassica oleracea) mantidas em uma estufa de estrutura de alvenaria e madeira, fechada com

tecido voil que ndo permitia a entrada de outros insetos. As plantas foram irrigadas por um
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sistema automatizado de gotejamento de maneira a atender as suas necessidades hidricas.
Desbastes de folhas mortas ou doentes e adubacdo foram realizadas para manter o vigor das

plantas de couve.

3.2 Ensaios de fermentacéo liquida de Clonostachys rosea

Os ensaios de fermentacdo liquida foram divididos em trés etapas: triagem inicial
utilizando o delineamento de Plackett e Burman 12; a otimizacdo do meio de cultivo
utilizando o delineamento central composto rotacional (DCCR); e scale-up realizada em
biorreatores automatizados de bancada de 3 L (Eppendorf®, BioFlo 115, Alemanha).

3.2.1 Plackett e Burman 12

O delineamento experimental Plackett e Burman 12 foi utilizado para estudar a
interacdo entre seis varidveis do meio de cultivo: relacdo C:N, concentracbes de Ca e Fe, pH,
carbono total do meio e densidade do indculo inicial (Tabela 1). Este delineamento foi
composto de 12 ensaios + 3 pontos centrais, totalizando 15 ensaios. A Tabela 2 representa o

design de Plackett-Burman com os valores codificados.

Tabela 1 - Variaveis e seus valores codificados e reais, utilizados no planejamento
experimental Plackett-Burman 12 para otimizacdo da producdo de conidios,
unidades formadoras de colnia e biomassa fungica seca de Clonostachys rosea em

meio liquido.
Fator Cadigo -1 0 1
CIN X1 20:1 50:1 80:1
Ca(gL™ X; 1 2 3
Fe (mg L™) X3 50 100 150
pH X4 3,5 6 8,5
C total (g L™) Xs 12 24 36
Indculo inicial (conidios mL™) Xs 1x10* 1x10° 1x10°

Fonte: Do autor (2019).

Em Erlenmeyers (Exom®) de 250 mL com trés defletores basais foram adicionados 90
mL dos diferentes meios esterilizados e 10 mL de inéculo. O indculo foi obtido a partir das
amostras em estoque, as quais foram crescidas em placas de Petri por 14 dias e os conidios
removidos com uma al¢ca de Drigalski apds a adigdo de solucdo salina esterilizada com
polisorbato 80 a 0,05% (Synth®). A suspensdo do inéculo foi filtrada em gaze esterilizada,

submetida a um banho de ultrassom com frequéncia de 40 KHZ por 5 minutos e,
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posteriormente adicionado 10 mL aos Erlenmeyers contendo os meios de cultivo. Os
Erlenmeyers foram incubados em Shaker Orbital (Solab® com diametro de 6rbita de 28 mm)
com temperatura constante de 28 °C e fotoperiodo de 12 horas. Para a manutencdo do nivel de
oxigénio necessario nos meios de cultivo foi aplicada uma agitacéo constante de 250 rpm, por
sete dias. Foram realizadas trés repeticdes dividas no tempo. De cada Erlenmeyer foram
retiradas cinco aliquotas de 10 mL (uma a cada 24 horas) para determinar o pH, o numero de
conidios produzidos, a biomassa e as unidades formadoras de coldnias — UFC. A primeira
aliquota foi retirada 72 horas apds a transferéncia do fungo no meio de cultura.

Tabela 2 - Matriz do planejamento experimental com desenho do tipo Plackett-Burman 12
com 3 pontos centrais para otimizacdo da producdo de conidios, unidades
formadoras de coldnia e biomassa fingica seca de Clonostachys rosea em meio
liquido. (-1) para o nivel inferior e (+1) para o nivel superior.

Tratamento X1 X5 X3 Xy Xs Xs
1 +1 +1 +1 +1 +1 +1
) -1 +1 -1 +1 +1 +1
3 -1 -1 +1 -1 +1 +1
4 +1 -1 -1 +1 -1 +1
5 -1 +1 -1 -1 +1 -1
6 -1 -1 +1 -1 -1 +1
7 -1 -1 -1 +1 -1 -1
8 +1 -1 -1 -1 +1 -1
9 +1 +1 -1 -1 -1 +1
10 +1 +1 +1 -1 -1 -1
11 -1 +1 +1 +1 -1 -1
12 +1 -1 +1 +1 +1 -1
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0

Legfnda: X1; Relagdo C:N; X,: Ca; Xs: Fe; X4: pH; Xs: C total; Xg = densidade inicial de indculo (conidios
mL™).

Fonte: Do autor (2019).
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3.2.2 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)

Depois de realizada a primeira etapa da fermentacdo liquida, os dados foram
processados e os resultados definiram os pardmetros para a producdo do meio basal (Tabela
3), que foi utilizado na proxima etapa do processo. Dentre as varidveis analisadas foram

escolhidas as que se sobressairam na producéo de conidios.

Tabela 3 - Parametros definidos ap6s a etapa de Plackett e Burman 12 para a producgdo do
meio basal utilizado no delineamento central composto rotacional para a produgéo
de conidios de Clonostachys rosea em meio liquido.

Relacdo C/N 50:1
Ca(gL™ 1
Fe (mg L™ 100
pH 6
Carbono total (g L™) 24
Inéculo Inicial (conidios mL™) 1x10°

Fonte: Do autor (2019).

O planejamento do tipo DCCR foi realizado visando estudar somente dois fatores:
variacdo do pH e diferentes fontes de nitrogénio no meio de cultivo (Tabela 4). As variagdes
do pH foram realizadas apds medi¢do com 72 horas da inoculacdo e seu valor corrigido de
acordo com o tratamento utilizando solucdes de acido cloridrico (HCI) e hidroxido de potassio

(KOH) na concentracédo de 1N.

Tabela 4 - Variaveis e seus valores codificados e reais utilizados no delineamento composto
central rotacional para otimizacdo da producdo de propagulos de Clonostachys
rosea em cultivo liquido submerso.

Variavel Cadigo -1 0 1
Variagéo no pH X1 3,5 6 8,5
Fonte de nitrogénio Xa Farinha de algoddao Extrato de levedura Ureia

Fonte: Do autor (2019).

O delineamento foi disposto como um fatorial 2%, composto por 13 ensaios, sendo

cinco pontos centrais e utilizando com o valor de a = 1. Na Tabela 5 esta representada a
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matriz do planejamento DCCR com os valores codificados. O valor de a faz que todos os

pontos sejam equidistantes dos pontos centrais.

Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental tipo delineamento central composto
rotacional com cinco pontos centrais € oo = 1 para a produ¢do de conidios de
Clonostachys rosea em meio liquido. (-1) para o nivel inferior e (+1) para o nivel

superior.

Tratamento X1 X2
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1
5 -1 0
6 1 0
7 0 -1
8 0 1
9 0 0

10 0 0
11 0 0
12 0 0
13 0 0

Legenda: X;; Variacdo do pH; X,: Fonte de nitrogénio.
Fonte: Do autor (2019).

Neste ensaio foram utilizados Erlenmeyers de 250 mL com trés defletores basais e
adicionados 90 mL do meio com as diferentes fontes de nitrogénio e o pH ajustado a 6. Apos
a autoclavagem dos Erlenmeyers contento os 90 ml de meios e pH ajustados foram
adicionados 10 mL de indculo (concentracdo final de 1x10° conidios mL™). O inéculo foi
obtido conforme descrito anteriormente. Os Erlenmeyers foram incubados em Shaker Orbital
(Solab® com diametro de 6rbita de 28 mm) com temperatura constante de 28 °C e fotoperiodo
de 12 horas e agitacdo constante de 250 rpm, por sete dias. Foram realizadas trés repeticGes
dividas no tempo. Cinco aliquotas de 10 mL (uma a cada 24 horas) foram retiradas de cada
Erlenmeyer para avaliagdo do pH, nuimero de conidios produzidos, biomassa, unidades
formadoras de coldnias e microesclerodios. A primeira aliquota foi retirada 72 horas apos a

inoculagéo.
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3.2.3 Scale-up: producao de conidios em biorreator de bancada

Os fatores que apresentaram os melhores resultados para a producéo de conidios foram
selecionados e utilizados em biorreatores automatizados de bancada de 3 L (Eppendorf®,
BioFlo 115, Alemanha). Foi adicionado na dorna do biorreator 1,8 L do meio de cultivo com
os parametros definidos ap6s 0 DCCR (Tabela 6) e 0,2 L de suspensdo com inéculo (1x10°®
conidios mL™). Mantida a 0,5 v/vm (volume de ar por minuto por volume de meio de cultura)

por seis dias e agitacdo de 300 rpm.

Tabela 6 - Parametros utilizados na fermentacéo liquida submersa de Clonostachys rosea em
biorreator automatizados de bancada de 3 L (Eppendorf®, BioFlo 115, Alemanha),
para a producdo de conidios de Clonostachys rosea apds a realiza¢do do DCCR.

Relacdo C/N 50:1
Ca(gL™ 1
Fe (mg L) 100
pH (sem variacéo externa) 6
Carbono total (g L™) 24
Inéculo inicial (conidios mL™) 1x10°
Fonte de nitrogénio Extrato de Levedura

Fonte: Do autor (2019).

3.3 Avaliacdo do rendimento de conidios, unidades formadoras de coldnias,

producao de microesclerddios e biomassa.

A concentracdo de conidios foi determinada em camara de Neubauer espelhada de
volume 0,1 mm3. Apos dilui¢Bes seriadas de uma amostra do fermentado em solucdo salina
esterilizada com polisorbato 80 a 0,05% (Synth®). Uma aliquota da suspenséo foi transferida
para a camara de Neubauer, mantida em repouso por um minuto antes de se iniciar a
contagem em microscopio de luz utilizando a lente 400x. A contagem foi efetuada nos quatro
guadrantes de campo um (1) nos dois lados da camara de Neubauer. Apo6s a contagem dos
oito quadrados foi retirada a média da contagem. Para as fermentacdes dos itens 3.2.1 e 3.2.2,
as contagens com 72 e 96 horas foram realizas com a diluicdo 10 para as contagens
subsequentes foi utilizada a diluicdo de 10, Para a fermentago do item 3.3 foi utilizado a
diluicdo de 10. A determinacdo das unidades formadoras de colénias (UFC) foi realizada em
placas de de 90 x15 mm (trés placas por tratamento) contendo 10 mL de BDA com Triton®

(0,1%) por placa. O propésito da utilizacdo do Triton® foi diminuir a velocidade de
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crescimento das coldnias, facilitando assim a visualizacdo e contagem. Apos a diluicédo
seriada das amostras obtidas nas fermentacdes foram pipetados nas placas 100 upL da
suspensdo de C. rosea na diluicdo de 10™ e disperso pela placa de Petri com uma alca de
Drigalski. As placas foram incubadas em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas. Os
dados foram coletados 48 horas apds a incubacdo das placas. Para a quantificacdo da
biomassa seca produzida, no sétimo dia de fermentacdo, todo o volume restante dos
Erlenmeyer foi transferido para filtro de papel (previamente pesado e seco) e filtrado
utilizando Kitassato com funil de Bichner ligados a uma bomba de filtragdo a vacuo. Em
seguida, os papeis de filtro foram mantidos em estufa a 50 °C + 2, até peso constante. Apos 0
tempo de secagem, os papéis de filtro foram pesados e por sua diferenca da massa foi
determinada a biomassa seca. Para medir o pH foi utilizado um pHmetro Hanna® de bancada
previamente calibrado. Foram adicionados e homogeneizados 10 mL da suspensdo contendo
C. rosea. Foram realizadas cinco leituras a cada 24 horas a partir de 72 horas da incubacao.
Para a fermentacdo do item 3.2.3 a leitura foi aferida a cada 60 segundos. A contagem dos
microesclerddios foi realizada em laminas de microscopia de 26 por 76 mm com adicéo de
100 pl da suspensdo de C. rosea na diluicdo 10™ e coberta com uma laminula de vidro
transltcida de 24 por 50 mm. Para estabelecer o0 numero de microesclerddios formados, em
microscopio de luz utilizando a lente 40x, contou-se toda area coberta pela laminula. As
suspensOes utilizadas na contagem de microesclerddios foram as obtidas nos itens 3.2.2 e
3.2.3

3.4 Fermentacédo de Clonostachys rosea em meio sélido (arroz)

A fermentacdo de C. rosea em substrato sélido foi realizada em arroz parboilizado.
Um quilo do arroz foi colocado de molho em &gua destilada (1:1) por 16 horas quando o
excesso de agua presente no arroz foi retirado com o auxilio de uma peneira. Foram pesadas
aliquotas de 250 g do arroz e colocados em saco de polipropileno autoclavaveis (22x32 cm)
que foi fechado e grampeado separadamente trés vezes. Os sacos de polipropileno foram
autoclavados por 20 minutos a 121 °C e 1 atm. Em camara de fluxo, 10 mL de uma suspenséo
de C. rosea contendo 1x10’ conidios mL™ foi injetada com uma seringa esterilizada. O arroz
foi incubado em sala de crescimento a temperatura de 25 °C (x5 °C) por 10 dias.

Transcorrido o periodo, em uma camara de fluxo, foi aberto um orificio e colado papel
de filtro esterilizado cobrindo toda a &rea aberta formando uma janela. Esses sacos de
polipropileno foram mantidos em sala de crescimento por mais 20 dias. A cada dois dias 0s

sacos foram revolvidos para melhor secagem dos graos. Passados 30 dias desde a inoculagéo,
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uma amostra de 1 g do arroz foi coletada, colocada em um tubo Falcon de 50 mL contendo 9
mL de uma solucdo salina esterilizada com polisorbato 80 a 0,05% (Synth®). O tubo Falcon
foi agitado e colocado em banho de ultrassom com frequéncia de 40 KHZ por 5 minutos, em
seguida o conteudo foi filtrado em gaze esterilizado e realizada as diluicBes seriadas para a

obten¢do do nimero de conidios produzidos e unidades formadoras de col6nias.
3.5 Testes de antagonismo
3.5.1 Clonostachys rosea vs. Botrytis cinerea

Para avaliar a acdo do C. rosea obtido da fermentacdo obtida no item 3.2.3 contra B.
cinerea foi utilizada a metodologia proposta por Morandi, Sutton e Maffia (2000). Dez discos
de 1 cm de diametro de folhas de morangueiro da variedade San Andreas foram
superficialmente desinfestados e secos em camara de fluxo e transferidos para placas de Petri
de 90 x 15 mm (Craplast®) contendo 10 mL de meio paraquat-cloranfenicol-agar (PCA). 20
ul da suspensdo de C. rosea, com concentracdo de 1x10° conidios mL™, foram dispostos sob
cada disco e a placa incubada por 24 horas em BOD Eletrolab® a 25 °C com fotoperiodo de
12 horas. Apds 24 horas, em cadmara de fluxo, os discos foram inoculados com 20 pl de uma
suspensdo a 1x10* conidios mL™ de B. cinerea. Em seguida, as placas foram incubadas em
BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas. Passados dez dias de incubacdo, foi avaliada a
area com esporulacdo de C. rosea seguindo a metodologia de escalas de notas propostas por
Nobre et al. (2005), onde as notas 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 correspondem a colonizagé&o foliar por
C. rosea em 0%, 0-3%, 3-6%, 6-12%, 12-25%, 25-37% 37-50% e >50% do disco,
respectivamente. O ensaio foi realizado com seis tratamentos (Tabela 7) com nove repeti¢es

cada e dez parcelas em cada repeticdo (discos de folha do morangueiro).

Tabela 7 - Ensaio de colonizagdo foliar do morangueiro com Clonostachys rosea sobre
Botrytis cinerea.

Cadigo Tratamento Concentragéo (conidios mL™)
A Agua destilada -

B B. cinerea 1x10*

C C. rosea (Fermentacéo liquida) 1x10°

D C. rosea (Fermentacéo sélida) 1x10°

CB C. rosea (Fermentacéo liquida) x B. cinerea 1x10°; 1x10*

AC C. rosea (Fermentag#o sélida) x B. cinerea 1x10°% 1x10*
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Fonte: Do autor (2019).

3.5.2 Clonostachys rosea vs. Sclerotinia sclerotiorum

O bioensaio de parasitismo de C. rosea em S. sclerotiorum foi adaptado de Geraldine
et al. (2013) e realizado em caixa plastica Gerbox (desinfestada com hipoclorito de sédio a
2%, é&lcool 70% e luz UV), com 250 g de solo e areia (na proporg¢do 1:1) autoclavados e com a
umidade em 100% da sua capacidade de campo. O solo e a areia foram autoclavados por trés
vezes a 121 °C e 1 atm por 40 minutos, em dias consecutivos (HUANG e ERICKSON, 2008),
efetuando-se a terceira autoclavagem um dia antes da montagem dos experimentos. Ap6s a
distribuicdo de 20 esclérodios por gerbox foram aplicados 10 mL da suspensdo de C. rosea
produzida no item 3.2.3 nas concentracdes de 1x10°, 1x10° e 1x10" conidios mL™, também
foram aplicado 10 mL da suspensdo de C. rosea produzido em arroz parboilizado (3.4) na
concentracdo de 1x10” conidios mL™ e 10 mL de agua destilada no tratamento controle. As
caixas plésticas foram incubadas por 15 dias em B.O.D (Eletrolab®) a 20 °C + 2 °C e
fotoperiodo de 12 horas, quando os esclérodios foram removidos das caixas e desinfestados
superficialmente com etanol (70%) e hipoclorito de sédio (2%), e mergulhados em &gua
autoclavada trés vezes. Para verificar a viabilidade dos esclerddios de S. sclerotiorum os
mesmos foram colocados em meio Neon-S (1 L de agua; 40g de BDA Difco®, 50 mg de azul
de bromofenol, 50 mg de cloranfenicol, 50 mg de &cido livre 2,4-D) (NAPOLEAO et al.,
2006). Este meio tem como propriedade a mudanca de cor apds a germinacdo do S.
sclerotiorum. A avaliacdo foi realizada sete dias ap0s a incubacdo das placas de Petri com o
meio Neon-S.

3.5.3 Clonostachys rosea vs. Bemisia tabaci

O bioensaio de antagonismo do C. rosea sobre B. tabaci foi realizado utilizando a
metodologia adaptada de Miiller et al. (2018), onde foliolos de tomateiro foram cortados e
mergulhados nas suspensdes dos tratamentos descritos na Tabela 8 por cinco segundos com
ligeira agitacdo e deixado secar por 30 minutos em papel absorvente nas bandejas. O foliolo
tratado e seco de cada peciolo foi inserido em um tubo de fundo plano (2,5 cm de diametro x
8,5 cm de altura) contendo dois cm e espuma fendlica Umida. Os tratamentos foram
organizados em blocos casualizados com 10 repeticdes (tubos) cada e cada foliolo foi
infestado com dez adultos de mosca branca com idades entre 5 e 7 dias de uma colonia de
laboratorio. Apds a infestacdo, cada tubo foi fechado com tela de néilon anti-afideo preta
(malha de 0,64 x 0,20 mm) e fixada com elasticos de latex. Os tubos foram colocados em uma
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sala climéaticaa 28 £ 1 °C, 50 + 10% de umidade relativa e um fotoperiodo de 14 horas de luz.

A mortalidade porcentual foi avaliada por sete dias a cada 24 horas.
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Tabela 8 — Tratamentos, codigos e concentracdo utilizada no ensaio de antagonismo do
Clonostachys rosea sob Bemisia tabaci bidtipo b em foliolos de tomateiro. Com
10 repeticdes por tratamento e 10 moscas de 5 a 7 dias de idade por repeticéo.

Cddigo Tratamento Concentracao aplicada
X1 Agua destilada -
X2 Agua destilada + Tween 80 (0,05%) -
X3 C. rosea (Fermentacéo liquida) 1x10® (conidios mL™)
X4 C. rosea (Fermentacéo sélida) 1x10° (conidios mL™)
X5 Benevia® 500 mL/ha

Fonte: Do autor (2019).

3.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com os softwares estatisticos SISVAR®, R® e
Minitab® Statistical Software. Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk e, quando
necessario, foram realizadas as devidas transformacdes. Com os diagramas de Pareto e
graficos de contorno e graficos de superficie de resposta foram selecionados os fatores
significativos (P < 0,05) para os ensaios fermentativos. Os dados de antagonismo e
mortalidade foram analisados usando ANOVA e a separacdo das médias pelo teste de Scott-

Knott comparando os métodos de bioensaio.

4 RESULTADOS
Com observacBes em microscépios de luz foi possivel identificar, além dos conidios, a
producdo de mais trés tipos de propagulos durante todo o processo da fermentacéo liquida de
Clonostachys rosea: conidios, micélio e microesclerodios. Foi o primeiro relato de producéo

de microesclerodios de C. rosea.

4.1 Ensaio inicial (Plackett e Burman 12)

Na fermentacéo liquida inicial de Clonostachys rosea em Erlenmeyers de 250 mL com
trés defletores basais a maior producéo de conidios ocorreu nos tratamentos centrais. A maior
média de concentracdo de conidios obtida foi de 7,39 x 10® conidios mL™ com 144 horas de
fermentacdo. Na Tabela 9 e Figura 1 sdo apresentados os nimeros de conidios produzidos

quantificados em camera de Neubauer. Com 168 horas de incubacao foi verificado que, na
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maioria dos tratamentos, houve um decréscimo na quantidade de conidios nos meios de

cultivo quando comparados a avalicdo com 144 horas de incubacao.

Tabela 9 — Rendimento da producdo de conidios de Clonostachys rosea obtidos em trés

tempos de fermentagdo liquida — Desenho experimental do tipo Plackett-Burman
12 com 3 pontos centrais. Realizado em Erlenmeyers com trés defletores basais de
250 mL, a 25 °C e 250 rpm. Nivel inferior (-1) e nivel superior (+1).

Conidios mL™*

Conidios mL™*

Conidios mL™*

Tratamentos %t Xz Xs o X Xs o X (120 h) (144 h) (168 h)
1 +1 +1 +1 +1 +1 +1  9,13x10’ 9,50 x 10’ 1,37 x 10°
2 1+l -1 41 41+ 2,17 x 10° 2,04 x 10° 7,21 x 10
3 1 -1 #1141 o+ 2,88 x 10° 2,32 x 10° 2,52 x 10°
4 +1 -1 -1 +1 -1 +1  603x10° 6,07 x 10° 5,43 x 10°
5 -1+ -1 -1 o+l 4 1,09 x 10° 8,88 x 10’ 8,63 x 10
6 o S N NS N N | 2,38 x 10’ 4,50 x 10’ 5,25 x 10’
7 4 -1 1 o+ -1 A 3,08 x 10’ 2,38 x 10’ 1,75 x 10’
8 +1 -1 -1 -1 +1 4 1,47 x 10° 1,54 x 10° 1,53 x 10°
9 +1 41 -1 -1 -1 o+ 7,23 x 10° 6,74 x 10° 5,77 x 10°
10 +1 +1 41 1 -1 - 3,40 x 10° 4,25 x 10° 4,98 x 10°
11 1+l 41 #1014 1,04 x 10’ 1,13 x 10’ 6,70 x 10°
12 +1 -1 +1  +1  +1 4 7,00 x 10’ 1,12 x 10° 1,74 x 10°
13 0o 0 O 0 0 O 3,81 x 10° 7,39 x 10° 7,28 x 10°
14 0o 0 O 0 0 O 4,21 x 10° 6,55 x 10° 6,30 x 10°
15 0o 0 O 0 0 O 3,65 x 10° 7,37 x 10° 6,52 x 10°

Legenda: Xy; Relagdo C:N; X,: Ca; Xs: Fe; X,: pH; Xs: C total; Xg = Densidade inicial de inéculo (conidios mL™).

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 1 - Evolucédo das concentracBes de conidios de Clonostachys rosea produzidos em fermentacdo liquida submersa por tratamentos a cada
24 horas. Realizado em Erlenmeyers com trés defletores basais de 250 mL, a 25 °C e 250 rpm — Desenho experimental do tipo
Plackett-Burman 12 com 3 pontos centrais. Os dados dos tratamentos sdo apresentados na Tabela 9.

Ren 40,00
d' «=@=Trat_1
Im 80,00 o= Trat_2
ent Trat_3
70,00 Trat_4
o de 60 00 =@ Trat_5
coni ' o= Trat_6
. 50;00 ==@=Trat_7
dios
==@=Trat_8
(X10 40’00 —=@=Trat_9
7con 30’00 =@ Trat_10
e=@=Trat_11
idio 20’00 == Trat_12
Trat_13
S 10,00 Trat_14
mL 000 ’ e N Trat 15
1) 72 96 120 144 168
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Fonte: Do autor (2019).
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Para as unidades formadoras de coldnias (UFC), os tratamentos com os valores

centrais também se destacaram, com a maior contagem de 5x10° UFC.mL™. A maior

producdo de biomassa fungica seca de C. rosea foi observada no tratamento 5, com 0,91

gramas de biomassa a cada 50 mL de meio de cultivo (Tabela 10).

Tabela 10 - Resultados da producéo das unidades formadoras de col6nia e biomassa fungica
seca de conidios de Clonostachys rosea — Desenho experimental do tipo Plackett-
Burman 12 com 3 pontos centrais. Realizado em Erlenmeyers com trés defletores
basais de 250 mL, a 25 °C e 250 rpm. Nivel inferior (-1) e nivel superior (+1).

Tratamentos X X, X3 X4 Xs Xs UFC mL™* Biomassa (g)*
1 +1 +1  +1 41 +1 o+ 5,00 x 10’ 0,6100
2 1+ -1 #1410 #1 5,87 x 10° 0,7567
3 -1 | -1 +1  +1 2,68 x 10’ 0,7433
4 +1 -1 1 41 1 o+ 5,00 x 107 0,2367
5 1 41 -1 S R | 4,82 x 10 0,9100
6 -1 | -1 | 3,44 x 10’ 0,4100
7 -1 -1 -1 +1 -1 -1 1,30 x 10’ 0,2233
8 +1 -1 -1 S R | 4,18 x 10’ 0,2600
9 +1 o+l -1 -1 | 1,04 x 10’ 0,2833
10 +1  +1 o+ -1 -1 -1 4,90 x 10’ 0,4367
11 1 41 41 #1004 -1 3,32 x 10’ 0,4700
12 +1 -1 4+l 4+l 41 A 4,78 x 10’ 0,4633
13 0 0 0 0 0 0 4,44 x 10’ 0,6933
14 0 0 0 0 0 0 5,00 x 107 0,7933
15 0 0 0 0 0 0 5,00 x 10’ 0,7233

Legenda: Xy; Relagdo C:N; X,: Ca; X3: Fe; X4: pH; Xs: C total; X = Densidade inicial de indculo (conidios mL™).

(*) Biomassa seca para 50 mL de meio cultivo.
Fonte: Do autor (2019).

Os diagramas de Pareto com os efeitos padronizados das variaveis testadas sobre a

producéo de conidios apds 120, 144 e 168 horas da inoculagéo estdo apresentados nas Figuras

2, 3 e 4, respectivamente. Os efeitos que se ultrapassam a linha de referéncia sdo considerados

significativos. Nas Figuras 2 e 3 pode ser observado que os fatores significativos para o

nimero de conidios ml™, produzidos ap6s 120 e 144 horas de incubacéo foram a relagdo C:N,

a densidade de inoculo, o carbono total e o Fe. O pH inicial do meio de cultivo foi

significativo dentro da faixa estudada apenas para a producdo com 168 horas de fermentacéo.
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O teor de Ca no meio de cultura ndo foi significativo em nenhum tempo de avaliacdo para a
producéo de conidios. Com isso foram fixados para a etapa seguinte 0 menor valor de Cae o
pH 6, o qual foi selecionado por ser o natural do meio de cultivo utilizando o extrato de
levedura como fonte de nitrogénio e ndo ser estatisticamente relevante nos tempos de maior
producéo de conidios.

Para as unidades formadoras de colbnia os fatores significativos encontrados através
do Minitab® Statistical (Figura 5) diferiram do encontrado para biomassa seca (Figura 6),
sendo que os fatores significativos para a UFC foram a relacdo C:N, o teor de Fe e a
densidade inicial de inoculo, destes trés apenas a relacdo C:N foi significativa para a
biomassa seca, que também teve como fatores significativos o carbono total no meio e o teor
de Ca.

Figura 2 - Diagrama de Pareto com os efeitos padronizados e a significancia das variaveis
para 0 rendimento de conidios mL™ de Clonostachys rosea produzido meio
liquido submerso com 120 horas ap0s a inoculacdo. Realizado em Erlenmeyers
com trés defletores basais de 250 mL, a 25 °C e 250 rpm.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
{a resposta € Conidios/mL (120 h); a = 0,05)

Termao 2,030

Fator  Mome
A Relagao TN

B Ca

C Fe

D pH

E Carbono Total

F Densidade de indcula

0.0 05 10 15 20 25 30 35
Efeitos Padronizados

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 3 - Diagrama de Pareto com os efeitos padronizados e a significAncia das variaveis
para a producdo de conidios mL™ de Clonostachys rosea produzido meio liquido
submerso com 144 horas apds a inoculagdo. Realizado em Erlenmeyers com trés
defletores basais de 250 mL, a 25 °C e 250 rpm.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
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Fonte: Do autor (2019).

Figura 4 - Grafico dos efeitos padronizados e a significancia das variaveis para o rendimento
de conidios mL™ de Clonostachys rosea produzido via fermentacdo liquida
submersa ap6s 168 a inoculacdo. Realizado em Erlenmeyers com trés defletores
basais de 250 mL, a 25 °C e 250 rpm.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta & Conidios/mL (168 h); a = 0,05)
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Fonte: Do autor (2019).
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Figura 5 - Grafico dos efeitos padronizados e a significancia das seis variaveis testadas para a
producdo de unidades formadoras de colénias (UFC) mL™ de Clonostachys rosea
produzido via fermentacdo liquida submersa. Contagem realizada 48 horas apds a
incubacéo das placas de Petri com meio BDA+Triton.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta € UFCs/mL; a = 0,05)
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Fonte: Do autor (2019).

Figura 6 - Diagrama de Pareto com a significancia dos fatores para a biomassa fungica seca
de C. rosea ao final da fermentacdo liquida. Biomassa seca em filtro de papel
(previamente pesado e seco) mantidos em estufa a 50 °C + 2, até peso constante.

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é Biomassa seca; o = 0,05)
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Fonte: Do autor (2019).
No grafico de superficies de contorno (Figura 7) foram observadas as respostas da
variavel conidios mL™ apés 144 horas da incubagdo e como se relaciona com dois fatores
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preditores, relacdo C:N e carbono total no meio de cultivo. Neste grafico, as regiGes verde-
escuras indicam maior concentracéo de conidios mL™ e as regides verde-claras, os menores
valores. A interacdo entre relacdo C:N e densidade inicial de indculo e as respostas da
variavel conidios mL™ ap6s 144 horas da incubacdo é exposta na Figura 8. De acordo com as
Figura 7 e 8, a regido Otima para a producao de conidios estd dentro dos valores centrais. A
regido central do grafico indica os valores centrais do planejamento experimental com
desenho do tipo Plackett-Bruman 12 (Relagdo C:N, 50:1, 24 g/L de carbono total e densidade

de indculo inicial de 1x10° conidios mL™).

Figura 4 - Graficos de contorno gerado pelo modelo proposto para rendimento de
conidios mL™ de Clonostachys rosea com 144 horas de fermentacdo. Carbono
total no meio de cultivo vs. relacdo C:N. Nivel inferior (-1) e nivel superior (+1).

Grafico de Contorno de Conidios/mL versus Carbono Tota; Relacdo C:N
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Fonte: Do autor (2019).
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Figura 5 - Gréficos de contorno gerado pelo modelo proposto para rendimento de
conidios mL™ de Clonostachys rosea com 144 horas de fermentacéo. Relagdo C:N
vs. densidade inicial de inoculo. Nivel inferior (-1) e nivel superior (+1).

Grafico de Contorno de Conidios/mL versus Relacdo C:N; Densidade de
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Fonte: Do autor (2019).

Na Figura 9 sdo apresentadas as respostas da variavel UFC mL™ a qual foi
influenciada pelo teor de Fe e relacdo C:N do meio. Neste gréafico, a regido 6tima para a
de unidades formadoras de coldnias esta entre o valor central e superior (Relagcdo C:N
entre 50:1 e 80:1, e Fe entre 100 mg L™ e 150 mg L™).

Para a produgdo de biomassa (Figura 10) foi observada interacdo entre a
quantidade total de carbono no meio e a relagdo C:N no gréafico de contorno. A producédo
de biomassa foi diretamente proporcional a quantidade de carbono (Figura 10), porém,
essa producéo ¢ limitada pela relacdo C:N do meio de cultivo. O tratamento onde 0 meio
de cultivo com a maior quantidade de carbono e a menor relagdo C:N se sobressaiu na

biomassa produzida quando comparada aos demais.
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Figura 6 - Gréafico de contorno das unidades formadoras de coldnias formadas de
Clonostachys rosea com a partir da interacdo entre relacdo C:N e teor de Fe no
meio de cultivo. Contagem realizada 48 horas ap0s a incubacdo das placas de
Petri com meio BDA+Triton. Nivel inferior (-1) e nivel superior (+1).

Grafico de Contorno de UFCs/mL versus Fe; Relacdo C:N
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Fonte: Do autor (2019).

Figura 7 - Grafico de contorno gerado pelo modelo proposto. Biomassa fungica seca para
relagdo C:N vs. carbono total no meio de cultivo. Nivel inferior (-1) e nivel
superior (+1). Biomassa seca em filtro de papel (previamente pesado e seco)
mantidos em estufa a 50 °C + 2, até peso constante.

Grafico de Contorno de Biomassa seca versus Carbono Total; Relagdo C:N
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Fonte: Do autor (2019).
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Na Tabela 11 é apresentado o resumo da analise de variancia dos dados obtidos no
Plackett e Burman 12 (Tabelas 9 e 10). Com o estudo dos graficos de contorno e dos fatores
significativos foi definido os pardmetros para a constru¢cdo do meio de cultivo que foi
utilizado no DCCR. O foco da otimizacdo via DCCR foi maximizar a producéo de conidios e

diminuir o tempo para atingir o apice da producdo. Os fatores definidos estdo descritos na
Tabela 3 do item 3.2.2.

Tabela 11 - Resumo da andlise da producdo de conidios de Clonostachys rosea obtidos em
trés tempos de fermentacdo liquida submersa, unidades formadoras de coldnia
(UFC), biomassa fangica seca — Desenho experimental do tipo Plackett-Burman
12 com 3 pontos centrais. Realizado em Erlenmeyers com trés defletores basais de

250 mL, a 25 °C e 250 rpm e trés repeticdes no tempo. Nivel inferior (-1) e nivel
superior (+1).

120 h 144 h 168 h UFCs Biomassa

Valor-P  Valor-T Valor-P Valor-T Valor-P Valor-T Valor-P Valor-T Valor-P Valor-T

R%I:?Eléo 0,002 3,33 0,000 4,85 0,000~ 558 0,001* 361 0,001* -3,65

Ca 0,405 084 0,292 1,07 0523 065 048 -0,71 0,002 3,37

Fe 0,014 -2,58 0,009* -2,75 0,259 -1,15 0,005 297 0,176 1,38

pH 0,126 -157 0,069 -1,87 0,025 -233 0,657 -045 0,404 -0,84

Carbono
total

Densidade
de in6culo

Fonte: Do autor (2019).

0,045* -2,08 0,005 -298 0,00/ -286 0,217 1,26 0,000 5,02

0,003* 3,18 0,001* 3,46 0,020 245 0,028* -229 0415 0,83

4.2 Otimizagdo do meio de cultivo via Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR)

Nos ensaios utilizando o delineamento central composto rotacional foi possivel
averiguar a interacdo entre diferentes fontes de carbono e o efeito da mudanca abrupta no pH
do meio de cultivo. Utilizando o Minitab® Statistical Software, o DCCR determinou a faixa
Otima para as variaveis analisadas, permitiu a analise dos graficos de superficies de resposta e
a validacéo experimental dos resultados. O tratamento 10 com 120 horas de fermentagéo
apresentou a maior média de producdo conidios 7,87x10% conidios mL™ (Tabela 12) e o
tratamento 12 apresentou a maior biomassa flngica seca (0,805 g/50 mL) e UFC (8,52x10’

UFC mL™). Na contagem dos microesclerédios, em diferentes tempos de fermentacdo, o
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tratamento 9, com 144 horas de fermentacdo obteve a maior média (5,33x10°

microesclerddios mL™).

Tabela 12 — Resultado da producéo de conidios de Clonostachys rosea (em conidios mL™)
dos tratamentos obtidos em cinco tempos de fermentacdo liquida utilizando o
delineamento central composto rotacional com 5 pontos centrais. Realizado em
Erlenmeyers com trés defletores basais de 250 mL, a 28 °C e 250 rpm. Nivel
inferior (-1) e nivel superior (+1).

Tratamentos X; X, 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas 168 horas

1 -1 -1 1,03x10° 2,3x10° 2,05 x 10° 351x10° 3,20x10°
2 1 -1 131x10® 2,17x10° 3,77 x 108 3,40 x 108 1,70 x 108
3 -1 1 2,03x10°  2,00x 10’ 1,13 x 10’ 4,75 x 10’ 1,75 x 107
4 1 1 1,00x 10"  1,75x 10’ 4,50 x 10’ 6,38 x 10’ 1,12 x 107
5 100 6,98x 10" 2,97 x 108 4,77 x 108 531x10%  4,15x10°
6 1 0 6,38x10° 2,15x10®  353x10° 438x10° 6,21 x10°
7 0 -1 800x10" 152x10° 2,65 x 108 4,06 x 108 1,85 x 108
8 0 1 1,00x10° 325x10°  3,80x10° 250x10°  6,25x10°
9 0 0 1,72x10® 3,58 x 10° 4,75 x 108 4,56 x 10° 3,67 x 10°
10 0 0 3,78x10®  6,10x 10® 7,87 x 108 542x10°  4,45x10°
11 0 0 1,60x10°  2,92x10® 5,26 x 10° 481x10% 3,96 x10°
12 0 0 1,82x10°  3,32x10° 4,31 x 108 3,11 x 108 3,05 x 10°
13 0 0 145x10° 1,78 x10° 2,03 x 108 3,67 x 10° 3,73 x 10°

Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 13 - Producdo de biomassa fungica seca, unidades formadoras de colénia (UFC) e
microesclerodios de Clonostachys rosea em fermentacdo liquida utilizando o
delineamento central composto rotacional com 5 pontos centrais. Realizado em
Erlenmeyers com trés defletores basais de 250 mL, a 28 °C e 250 rpm. Nivel
inferior (-1) e nivel superior (+1).

Tratamentos X; X, Biomassa(g)* UFC**  ME***120H ME*144h  ME*168 h
1 -1 -1 0,310 735x10"  7,33x10° 1,13x10° 1,16 x 10’
2 1 -1 0,245 7,85x10°  1,30x10°  1,70x10° 6,00 x 10
3 1001 0,280 1,34x10°  1,33x10*  1,00x10* 0,67 x 10°
4 1 1 0,410 6,00x10°  6,70x 10"  3,00x10* 1,00 x 10
5 -1 0 0,750 7,78x10°  240x10°  2,76x10° 3,86 x10°
6 1 0 0,520 787x10"  3,00x10°  2,26x10°  1,70x10°
7 0 -1 0,460 6,53x10°  6,67x10°  1,83x10° 3,00 x 10
8 0 1 0,310 1,09x10°  2,33x10*  1,00x10*>  2,33x10°
9 0 o0 0,580 8,43x10°  353x10° 533x10°  3,03x10°
10 0 0 0,545 794x10"  1,26x10°  2,16x10° 2,06 x 10°
11 0 0 0,745 8,35x10°  266x10°  2,03x10° 3,16 x10°
12 0 0 0,805 852x10"  350x10°  3,36x10°  2,43x10°
13 0 © 0,585 8,43x10"  223x10°  460x10°  2,80x10°

Legenda: * g 50 mL™; ** Coldnias mL™; *** Microesclerédio mL™

Fonte: Do autor (2019).

No diagrama de Pareto a seguir (Figura 11), obtido com os dados produzidos na etapa

do DCCR (Tabela 12) s&o observados os efeitos padronizados das variaveis testadas sobre a

producdo de conidios apds 120 horas, no qual somente as fontes de nitrogénio foram

estatisticamente significativas (Figura 11) em todos os tempos de contagem. Detalhes dos

efeitos de cada nivel dos fatores estudados sdo observados nas Figuras 12 e 13. O uso de

extrato de levedura (valor central) sobressaiu das demais fontes de nitrogénio e, em

contrapartida, o uso de ureia como fonte de N para a producédo de conidios de C. rosea foi a

mais baixa.
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Figura 8 - Diagrama de Pareto com a significAncia das variaveis para o rendimento de
conidios mL™ de Clonostachys rosea em meio liquido ap6s 120 horas da
inoculacdo no DCCR.
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Fonte: Do autor (2019).

Figura 9 - Graficos de efeitos principais da influéncia das diferentes fontes de nitrogénio no
rendimento média de conidios com 120 horas fermentacdo no DCCR com 5
pontos centrais. Farinha de algodao (-1), extrato de levedura (0) e ureia (1).
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Figura 10 - Gréfico de superficie resposta para 0 modelo proposto. Concentracdo de conidios
mL™* com 120 horas de fermentacdo para pH vs. fonte de nitrogénio. (-1) para o
nivel inferior e (+1) para o nivel superior.

Gréfico de Superficie de Conidios mL-" (120 h) versus Fonte de N; pH
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Fonte: Do autor (2019).

Somente a interagcdo entre as diferentes fontes de nitrogénio foi estatisticamente
significativa (Figura 14). Na Figura 15 (a) a diferenca entre fontes distintas de nitrogénio na
formacdo de biomassa fungica seca de C. rosea pode ser observada, o valor central da fonte
de nitrogénio (extrato de levedura) alcangou as maiores médias de biomassa fungica. A Figura
15 (b) evidencia que a alteragdo do pH do meio de cultivo com 72 horas de fermenta¢do nédo
influenciou na formacéo de biomassa (Figura 15 b).
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Figura 11 - Diagrama de Pareto com a significancia dos fatores para a biomassa flngica seca
de C. rosea ao final da fermentacdo liquida no delineamento composto central
rotacional. Biomassa seca em filtro de papel (previamente pesado e seco)
mantidos em estufa a 50 °C + 2, até peso constante.
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Figura 12 - Graficos de efeitos principais das diferentes fontes de nitrogénio para a producédo
de biomassa fungica seca (a) e superficie resposta do modelo proposto da
biomassa fungica seca para pH vs. Fonte de nitrogénio (b). Farinha de algodao (-
1), extrato de levedura (0) e ureia (0).
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Nos graficos de diagrama de Pareto com os efeitos padronizados das varidveis
independentes testadas sobre a producdo de unidades formadoras de colonia e
microesclerédios (Figuras 16 e 17), respectivamente, pode ser observado que o fator
significativo foi apenas para a fonte de nitrogénio. No gréafico de superficie resposta (Figura
18) a média de UFC é maior com a utilizacdo do extrato de levedura no meio de cultivo. A
farinha de algoddo como fonte de nitrogénio € superior ao uso de ureia. Na Figura 19,
observa-se um maior nimero de microesclerddios formados com 144 horas de fermentacdo
com a utilizacdo de extrato de levedura.

Figura 16 — Diagrama de Pareto com efeitos padronizados e a significAncia das variaveis
testadas para a producdo de unidades formadoras de col6nias (UFC) mL-1 de
Clonostachys rosea produzido via fermentacdo liquida submersa no delineamento
composto central rotacional. Contagem realizada 48 horas ap0s a incubacao das
placas de Petri com meio BDA+Triton.
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Fonte: Do autor (2019).
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Figura 13 - Diagrama de Pareto com a significancia das variaveis para a producdo de
microesclerodios em meio liquido via delineamento composto central rotacional
com 144 horas de fermentacao.
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Fonte: Do autor (2019).

Figura 18 - Superficie de resposta do modelo proposto para a producéo de unidade formadora
de colonias (UFC) mL-1 de Clonostachys rosea e a interacdo entre pH e fonte de
nitrogénio. Contagem realizada 48 horas apos a incubagédo das placas de Petri com
meio BDA+Triton.
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Fonte: Do autor (2019).
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Figura 14 - Graficos de efeitos principais das diferentes fontes de nitrogénio para a producédo
de microesclerddios em meio liquido com 144 horas de fermentacdo (a) e
superficie resposta do modelo proposto do rendimento de microesclerédios para
pH vs. Fonte de nitrogénio (b). Farinha de algodédo (-1), extrato de levedura (0) e

ureia (1).
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4.3 Producao massal de conidios em biorreator de bancada

Para a producdo em massa do C. rosea foi utilizado um biorreator automatizado de

bancada de 3 L (Eppendorf®, BioFlo 115, Alemanha). O meio de cultura foi selecionado apés

realizada a otimizacdo via DCCR (item 3.2.3). Os dados foram colhidos diariamente, a partir

de 48 horas do inicio da fermentacédo, por cinco dias. Houve uma reducdo dréstica nas médias

das concentracdes de conidios e microesclerédios encontradas (1,49 x 107 com 120 horas de

fermentacdo e 1,33 x 10° com 96 horas de fermentacdo, respectivamente) (Tabela 14). A

média da biomassa fungica seca ficou em 0,412 g a cada 50 mL de meio de cultivo e as

unidades formadoras de coldnia ficou em 1,12 x 10" mL™.
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Tabela 14 — Resultado da producéo de conidios e microesclerédios de Clonostachys rosea em
cinco diferentes tempos de fermentacdo em biorreator de bancada automatizados
de 3 L. Mantida a 0,5 v/ivm (volume de ar por minuto por volume de meio de
cultura), 28 °C e agitacao de 300 rpm.

Microesclerddios mL™ Conidios mL™
48 horas 2,66 x 107 1,50 x 10°
72 horas 1,30 x 10° 6,25 x 10°
96 horas 1,33 x 10° 1,25 x 10’
120 horas 7,66 x 10? 1,49 x 10’
144 horas 1,03 x 10° 9,70 x 10°

Fonte: Do autor (2019).

4.4 Fermentacéo de Clonostachys rosea em arroz
A concentracdo média de conidios de C. rosea obtida nas fermentacdes em arroz foi
de 1,87 x 10° g de arroz apés 30 dias de incubaco.

4.5 Testes de antagonismo
4.5.1 Clonostachys rosea vs. Botrytis cinerea

No experimento da capacidade antagonista de C. rosea sobre B. cinerea em disco de
folha de morangueiro, observou-se, apés dez dias de incubacdo, o crescimento do fungo C.
rosea produzidos em fermentacdo em estado liquido (LSF) e via fermentacdo sélida (SFF).
Para o tratamento com aplicacdo apenas de B. cinerea, 0 fungo se desenvolveu e colonizou o
disco de folha do morangueiro. Nos tratamentos com &gua destilada esterilizada e sem
inoculacdo de C. rosea ou B. cinerea, ndo foi notado qualquer crescimento de microrganismo
fangicos. Notas foram distribuidas para cada disco de folha de morangueiro seguindo o
diagrama de notas e percentagens de areas de discos foliares colonizados por C. rosea a
colonizagdo, a frequéncias das notas de crescimento estdo expostas nas Tabelas 16 e Figura
20. O modelo de regressao logistica multinomial foi utilizado para avaliar as frequéncias das
notas. O tratamento com C. rosea produzido em fermentacdo solida (SFF) foi comparada com
0s demais tratamentos (Tabela 15). O crescimento do C. rosea (fermentado liquido) foi
estatisticamente superior ao crescimento do C. rosea produzido em arroz. Porém, a frequéncia
das notas nédo foi estatisticamente diferente das obtidas onde havia a competi¢cdo entre o

patdgeno com o agente de controle.



57

Tabela 15 - Resumo da andlise de contrastes para as notas atribuidas através de escala de
avaliacdo foliar para o fungo Clonostachys rosea em funcdo dos tratamentos.
Seguindo o modelo de regressao logistica multinomial para dados de notas de
folhas de morangueiro colonizando C. rosea.

Valor-p
Contrastes Frequéncia de notas de esporulagéo foliar por C. rosea
SSF vs. LSF 0,034*
SSF vs. LSF e Botrytis 0,046*
SSF vs. SSF e Botrytis 0,427

LSF = fermentacdo em estado liquido. SFF = fermentacdo sélida (SFF).
Fonte: Do autor (2019).

Figura 15 - Probabilidades de cada nota em funcéo do tratamento no teste de antagonismo de
Clonostachys rosea vs. Botrytis cinerea. As notas 0, 1, 2, 3, 4, 5 6 e 7
correspondem a esporulacéo dos discos por C. rosea em 0%, 0-3%, 3-6%, 6-12%,
12-25%, 25-37% 37-50% e >50% do disco, respectivamente.
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Tabela 16 - Frequéncia das notas do crescimento de Clonostachys rosea em discos de folha de
morangueiro e atribuidas de acordo com a escala de avaliacdo do crescimento
foliar e Probabilidades de cada nota em fungdo do tratamento. Experimento com
seis tratamentos, nove repeticbes para cada tratamento e dez disco de folha de
morangueiro por repeticao.

Notas LSF SSF  LSF e B. cinerea SSF ¢ B. B.cinerea Agua destilada
cinerea

0 0 0 0 0 90 90

1 0 0 0

2 0 0 0

3 11 19 12 13 0 0

4 20 29 23 18 0 0

5 18 13 12 20 0 0

6 21 19 22 21 0 0

7 20 10 21 18 0 0
Legenda: LSF = Fermentacdo em estado liquido de C. rosea. SSF = Fermentacéo estado sélido (arroz)

de C. rosea.
Fonte: Do autor (2019).

4.5.2 Clonostachys rosea vs. Sclerotinia sclerotiorum

.....

de Sclerotinia sclerotiorum em meio Neon-S como descrito no item 3.5.2, os dados de
germinacdo foram ajustados a um modelo misto linear generalizado com distribuicédo
binomial para erros e funcdo de logit link, assumindo como efeito fixo os tratamentos
enquanto o efeito aleatorio foi atribuido ao nivel observacional para explicar a super
dispersdo. Os fermentados de C. rosea, em todas as concentragdes e tipo de fermentacéo
foram capazes de inibir a germinacdo dos esclerédios de S. sclerotiorum e foram
estatisticamente diferentes ao controle (P < 0,001) (Tabelas 17, Figura 21 e 22). Ndo houve
diferenca entre o C. rosea produzido em cultura submersa para o produzido em gréo de arroz.
As diferentes concentracOes de C. rosea produzidas via fermentacdo liquida (LSF) também

ndo foram diferentes significativamente.
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Tabela 17 - Valores médios dos esclerddios vidveis do fungo Sclerotinia sclerotiorum em
funcdo dos tratamentos® ap6s sete dias da incubacio das placas com meio Neon-S.
Teste com cinco tratamentos e quatro repeticdes com 20 esclérodios por repeticao.

Tratamentos Concentracédo aplicada Esclerddios viaveis
(D) C. rosea (LSF) 1x10’ conidios mL™* 0,00a
(B) C. rosea (LSF) 1x10° conidios mL™* 0,50 a
(E) C. rosea (SSF) 1x107 conidios mL™ 0,50 a
(C) C. rosea (LSF) 1x10° conidios mL™ 1,00 a
(A) Agua destilada - 11,50 b

1 Médias, nas colunas, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Fonte: Do autor (2019).

Figura 16 - Fotos do bioensaio de inibicdo da germinacdo miceliogénica dos esclerdcios de
Sclerotinia sclerotiorum em meio Neon-S por C. rosea. (a) e (b) Esclerddios com
aplicacdo de Clonostachys rosea e na concentracdo de 1x10’ conidios mL™; (c) e
(d) Esclerodios com aplicacdo de 4gua destilada esterilizada.

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 17 - Boxplot da germinagdo dos esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum em meio
Neon-S no bioensaio do parasitismo de Clonostachys rosea vs. S. sclerotiorum
apos 7 dias de incubacdo. Teste com cinco tratamentos e quatro repeticdes com 20
esclérodios por repeticdo. Placas incubadas em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12
horas de luz.
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Legenda: LSF = Fermentacdo em estado liquido de C. rosea. SSF = Fermentacao em estado
solido (arroz) de C. rosea
Fonte: Do autor (2019).

4.5.3 Clonostachys rosea vs. Bemisia tabaci

O modelo ndo paramétrico com distribuicdo Weibull foi utilizado para os dados de
sobrevivéncia, testando o efeito dos tratamentos (Tabela 8) na sobrevivéncia de adultos de B.
tabaci. A sobrevivéncia da mosca branca foi significativamente influenciada pelos
tratamentos (Qui-quadrado = 296,41 em 4 graus de liberdade, P < 0,001) quando comparada
aos tratamentos controle (benevia, &gua destilada e tween) e ndo houve diferenga significativa
entre os tipos de fermentacédo de C. rosea. A probabilidade da mortalidade de 50% dos adultos
de B. tabaci para os dois tipos de producéo, fermentacédo liquida (LSF) e fermentacéo solida
(SFF), com 10.000 amostras aleatdrias, estimadas com o bootstrap, foi de 112 horas para o
tratamento com a utilizacdo do fermentado liquido e 109 horas para os conidios formados em
fermentagdo solida (Figura 22). A estimativa da mortalidade de 50% dos adultos para o
tratamento com a aplicagdo do inseticida (Benevia®) controlar 50% dos individuos foi de 38

horas.
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Figura 18 - Analise e curvas de sobrevivéncia de adultos de moscas branca* bidtipo b
(Bemisia tabaci) em funcdo dos tratamentos utilizados, mensurado em diferentes
pontos no tempo. Experimento realizado com quatro tratamentos e dez repeti¢des
com dez moscas por repeticao.
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* Médias, nas curvas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2019).

Os dados de mortalidade acumulados por 120 horas foram ajustados a um modelo
misto linear generalizado com distribuicdo binomial para erros e funcdo de logit link,
assumindo como efeito fixo os tratamentos enquanto o efeito aleatorio foi atribuido as réplicas
para explicar a super-dispersdo (ou variabilidade extrabinomial) (Figura 21). Os tratamentos
controle (agua destilada estilizada e tween) foram estatisticamente diferentes, com 120 horas
da aplicacéo, a mortalidade do tratamento com Tween foi de 46% dos individuos contra 29%

de mortos nos foliolos tratados apenas com agua destilada.
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Figura 19 - Gréafico de mortalidade em % acumulada por 120 horas com o desvio padrdo em
funcdo dos traimentos. Bioensaio com 10 repeticGes por tratamento e dez moscas

por repeticao.
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Legenda: LSF = Fermentacdo em estado liquido de C. rosea. SSF = Fermentacao em estado
solido (arroz) de C. rosea

Fonte: Do autor (2019).
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5 DISCUSSAO

A otimizacdo da fermentacdo liquida de Clonostachys rosea promoveu a diminui¢do do
tempo de fermentacdo quando comparada a fermentacgdo solida, e apresentou maior eficiéncia
no aumento das escalas de producdo de conidios. A maior concentracdo media obtida de
conidios via fermentacdo liquida foi de 7,87 x 108 conidios mL™, valor superior aos obtidos
em fermentacdo liquida por Carvalho et al. (2018) e por Sun et al. (2013) que foram de 1,01 x
10® conidios mL™ e 3,3 x 10° conidios mL™, respectivamente.

Na fermentacdo sélida utilizando gréos de arroz o valor médio maximo obtido apds 30
dias de fermentacdo foi de 1,87 x 10° g™, valor superior ao obtido por Carvalho et al. (2018)
e inferior aos encontrados por Viccini et al. (2007) e Zhang et al. (2015) que foram de 5 x 10°
conidios g* 3,4 x 10° e 3,5 x 10™ conidios g™, respectivamente. Esse menor valor pode
provavelmente ser devido a quantidade de &gua no sistema. De acordo com De La Cruz
Quiroz et al. (2015), o excesso de agua diminui o rendimento de indice de esporulacdo, pois,
as cavidades dos meios sdo ocupadas pela agua, o que reduz os espacgos livres para 0
desenvolvimento de formas de reproducdo de fungos.

Clonostachys rosea ndo foi dependente do pH do meio de cultura nas faixas estudadas
para sua reproducdo e multiplicacdo (Tabela 11 e Figura 13), pois nos ensaios, as variacdes de
pH nédo foram significativas, dados que diferem dos obtidos por Carvalho et al. (2018). Sun et
al. (2013) relataram que uma alta concentracdo de conidios foi obtida em culturas submersas
na faixa de pH 5,0 - 9,0 e o pH ideal para a geracdo de conidios foi de 6 - 6,5. Estes autores
também relataram que a formacdo de clamidosporos foi inibida sob essa condi¢do de pH,
indicando que as condicdes ideais de pH encontradas no Plackett e Burman 12 para o
crescimento e propagacdo do C. rosea inibe a formacdo de clamiddsporos. Os resultados
obtidos por Pasqualetti et al. (2019) demostram que a condi¢do de pH para o melhor
crescimento foi registrada em pH 8,0 (faixa de 3,5 a 10,5 pH). No entanto, esse valor étimo
ndo deve ser considerado com tanta relevancia, pois esse fungo apresentou crescimento 6timo
ou subdtimo em uma faixa muito ampla de pH (5,5-9,5), com varia¢Ges ndo estatisticamente
significativas de sua taxa de crescimento (PASQUALETTI et al., 2019).

No ensaio inicial foram estudados diferentes niveis da relagdo carbono e nitrogénio do
meio de cultura, sendo que a que apresentou as maiores producdes de estruturas do bioagente
foi a 50:1 (Tabela 9) e escolhida para os ensaios subsequentes. O desenvolvimento de um

meio para cultivo com uma relagdo C:N especifica para uma linhagem ou isolado €



64

importante, ja que diz respeito a sua subsequente producdo massal e ao conhecimento das
condicdes adequadas de cultivo, possibilitando a obtencdo de alta esporulacdo (KHALIL;
SHAH; NAEEM, 1985). De acordo com Jaronski e Jackson (2012), a relagdo entre carbono e
nitrogénio € considerada de grande importancia no balanco do meio de cultura e isso permite
trabalhar a estreita relacdo entre o custo e a qualidade do fungo produzido, além da sua
estabilidade apOs secagem e sua agressividade, medida em termos de viruléncia e
patogenicidade (OTTATI-DE- LIMA et al., 2010). No delineamento de Plackett-Burman 12,
a utilizacdo de uma relagcdo C:N baixa e com a maior concentracdo total de carbono no meio
promoveu um aumento na producdo de biomassa seca (Tabela 10), no segundo experimento
(DCCR), utilizando valores da relacdo C:N e C total Unicos, a biomassa seca foi significativa,
sendo sua maior producdo com a utilizada do extrato de levedura como fonte de nitrogénio
(Figura 14).

A fonte de nitrogénio do meio de cultivo escolhida foi o extrato de levedura, com base no
bom desempenho no ensaio DCCR, onde se destacou das demais fontes de nitrogénio (farelo
de algodéao e ureia) e nos resultados alcangcados no experimento anterior. Esse componente
consiste em uma boa fonte de nitrogénio e sua inclusdo em um meio de cultura equilibrado
pode trazer bons resultados. Com o Plackett e Burman 12 ainda foram definidos a as
concentracdes de Fe e Ca. Apesar do Ca ser relatado na literatura como um dos fatores para a
formacdo de conidios em cultivo submersos de Trichoderma viride e Metarhizium
anisopliael, (Leger et al., 1990; Simkovi¢ et al., 2008) as diferentes concentragdes desse sal
ndo foram significativas para a producdo de conidios de C. rosea, porém, sua maior
concentracdo estimulou a producdo de biomassa fangica seca. O uso de diferentes dosagens
de Fe no meio de cultivo foi significativo apenas para a produgdo de conidios e unidades
formadoras de col6nia de C. rosea. O Fe em sua maior concentracdo testada influenciava de
maneira negativa a producdo de conidios.

Apos as definicdes dos parametros do meio de cultura foi realizado o scale-up da
producdo em biorreator. Na produgdo massal de C. rosea no biorreator houve uma
discordancia nos valores de todas as variaveis analisadas, 0os nimeros maximos médios
obtidos para a concentracéo de conidios, biomassa seca, microesclerodios ficaram abaixo dos
conseguidos nas etapas anteriores (Plackett-Bruman 12 e DCCR) (Tabelas 9, 10, 11 e 12).
Porém, a concentracdo méaxima de conidios mL™ foi obtida em um menor tempo de
fermentacdo (96 horas ap0s a inoculacdo) quando se comparada as maximas médias

alcancadas nos ensaios anteriores (Plackett-Bruman 12 e DCCR, 144 horas e 120 horas ap0s a
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inoculacdo, respectivamente) (Tabelas 9 e 11). A partir deste resultado, hipotetiza-se que as
diferentes taxas de oxigenacdo e agitacao influenciaram na producéo de conidios de C. rosea.

Nos bioensaios de antagonismo, C. rosea controlou B. cinerea, S. Sclerotiorum e B.
tabacci (Tabelas 16, 18 e 19). Houve diferenca significativa entre as diferentes formas de
producdo dos propagulos testados (via fermentacdo liquida ou solida) apenas no teste de
antagonismo de B. cinerea. No teste de disco de folha morangueiro o resultado foi compativel
ao encontrado por Morandi et al. (2000); Cota et al. (2008a) e Carvalho et al. (2018), onde a
colonizagdo das folhas pelo patdgeno nos tratamentos tratados com esporos de C. rosea foi
praticamente nula, demonstrando assim a eficiéncia do C. rosea em controlar o B. cinerea por
competicdo.

Clonostachys rosea se mostrou capaz de inibir a germinacdo miceliogénica de S.
sclerotiorum em meio Neon-S, resultado semelhante ao encontrado por e Rodriguez et al.
(2011) e Wu et al. (2018). Rodriguez et al. (2011) relatam que o isolado de C. rosea estudado
por eles produziu peptaibioticos. Os peptaibidticos sdo um grupo de antibioticos peptidicos
que possuem conformac®es e bioatividades Unicas (SZEKERES et al., 2005) e interrompem o
crescimento de fungos permitindo com que o fungo produtor parasite o restante da estrutura
do fungo parasitado (SCHIRMBOECK et al. 1994). O efeito dos peptaibidticos produzidos
pelo C. rosea foi observado por Rodriguez et al. (2011) no micélio da S. Sclerotiorum. Esse
peptideo promove a lise celular das hifas. Neste bioensaio foi observado a inibicdo da
germinacdo dos esclerddios de S. sclerotiorum para todas as concentragcdes e tipo de
fermentacdo, ndo havendo perda de viruléncia dos conidios do agente de controle produzidos
por tipos diferentes de fermentacdo. N&o houve diferenca entre o C. rosea produzido em
cultura submersa para o produzido em gréo de arroz (Tabela 17). As diferentes concentragdes
de C. rosea produzidas via fermentacdo liquida (LSF) também n&o foram diferentes
significativamente (Figura 21).

No controle da mosca branca, a utilizacdo dos fermentados novamente se mostrou
eficiente, com uma mortalidade de 69% dos individuos adultos de B. tabaci ap6s 120 horas da
aplicagdo das suspensdes de C. rosea. No trabalho realizado por Anwar et al. (2018) foi
observado pelos autores o inicio da mortalidade de adultos de B. tabaci com 120 horas apds a
inoculagdo do C. rosea (4 x 10° conidios mL™) e a maior taxa de mortalidade com 6 dias
chegando a 23,54% dos individuos, os tratamentos com os agentes de controle biologico
foram significativos a partir de 48 horas da aplicacdo. Hipotetiza-se que o baixo indice de

sobrevivéncia dos individuos no tratamento com a aplicagdo Tween, deve-se a uma possivel
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acao repelente do produto nos adultos de B. tabaci, diminuindo a capacidade de alimentacéo e
as levando a morte por inanicdo. A adicdo de Tween pode ter influenciado na mortalidade dos
individuos adultos de B. tabaci.

Neste estudo a producdo de microesclerodios de C. rosea foi observada em todas as etapas
das fermentacdes liquidas (Plackett e Burman 12, DCCR e biorreator). A importancia na
producdo de microesclerodios € a possibilidade de aplicacdes no solo visando o controle de
doencas transmitidas por patdgenos/pragas habitantes do solo, onde seria mais adequado que a
aplicacdo de conidios (KOBORI et al., 2015). A maior concentracdo de microesclerédios
obtida foi de 5,33 x 10° microesclerédios mL™* (Tabela 13) utilizando 24 g L™ de carbono total
e extrato de levedura como fonte de nitrogénio, Kobori et al. (2015) obteve 4,8 x 10*
microesclerédios mL™ de Trichoderma harzianum utilizando meios com alto teor de (36 g L~
) e farelo de algoddo como fonte de nitrogénio. A producdo média maxima de
microesclerddios de C. rosea utilizando o farelo de algodéo foi de 1,83 x 10° microesclerédios
mL™.

A producdo maxima de C. rosea em fermentagdo liquida submersa foi de 7,87 x 10°
conidios mL™ em um curto espaco de tempo (144 horas). Esse bioagente, além de apresentar
um complexo arsenal de mecanismos envolvidos na protecdo de plantas, os quais incluem
micoparasitismo, competicdo por nutrientes, antibiose, producdo de antibidticos peptidicos,
promocdo de crescimento, inducgéo de respostas de defesa sistémicas em plantas (Lahoz et al.,
2004; Rodriguez et al., 2011; Lahlali e Peng, 2013; e Lubeck et al., 2002) ele também produz
estrutura de resisténcia (microesclerddios), facilitando a conservacdo e pluralizando sua
utilizacdo como agente de controle biolodgico. Devido a necessidade de se encontrar
alternativas economicamente mais vantajosas e de reduzido impacto no meio ambiente e a
salde humana, os biopesticidas ganharam maior destaque no mercado de protecdo de plantas
(Juliatti et al., 2019) e com resultados supracitados, a fermentacéo liquida faz do C. rosea uma
realidade no controle de pragas e doengas de plantas.

Como as informacdes estabelecidas neste trabalho, as proximas etapas serdo definir 0s
parametros para que a producdo em biorreator de bancada alcance os rendimentos obtidos nas
etapas do Plackett e Burman e no DCCR além de isolar e identificar os metabdlitos
produzidos pela cepa LQC-62 utilizada no presente trabalho. Outro objetivo é a produgéo de
trés biopesticidas distintos a base de C. rosea. O primeiro produto com conidios, com
aplicacdo na parte area da planta agindo contra patdgenos presentes no filoplano; o segundo

com microesclerddios, para ser aplicado no solo ou sobre resto de cultura e, por fim, um
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produto com todos os micropropagulos (hifas, conidios e microesclerédios) de C. rosea.
Obtendo assim trés produtos com possivel capacidade antagonista a patégenos e pragas em
seus respectivos micro-hébitat.

6 CONCLUSOES

A producédo via fermentacdo em estado liquido de C. rosea é viavel e com duracao total de
cinco dias. Além disso, C. rosea produz conidios submersos e, pela primeira vez, produziu
microesclerddios.

A alteracdo de pardmetros no meio de cultura altera a qualidade, quantidade e o tipo de
propagulo produzido.

O pH néo influenciou na produgdo de conidios de C. rosea nos meios testados.

Os conidios de C. rosea produzidos em meio liquido ndo diferiram no antagonismo em
relacdo aos conidios aéreos produzidos na fermentacdo sélida nos ensaios contra Botrytis

cinerea, Sclerotinia sclerotiorum e Bemisia tabaci.
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