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Introducéao

Um aspecto extraordinario da inovagdo tecnoldgica visando
a formulacédo de fungos envolve o encapsulamento de mi-
crorganismos em microcapsulas ou “pellets”. Polimeros, tais
como alginato, poliacrilamida e carraginina tém sido usados
para imobilizar bactérias, fungos e enzimas. Até o momento,
géis de alginato tém sido usados mais extensivamente para
formulagdo de inoculantes. Os alginatos sdo sais
monovalentes de acidos alginicos extraidos de diferentes
tipos de algas marrons. Séo disponiveis como sais solUveis
em agua, tais como: alginato de amdnia, alginato de célcio e
alginato de sédio; ou como sal de calcio insoluvel em agua.
Este método consiste em misturar uma biomassa fermentada
com adjuvantes, em uma solugcdo de alginato de soédio.
Aditivos, como nutrientes quimicos ou residuos agricolas
podem ser introduzidos as formulagdes. A mistura é entédo
gotejada em uma solugdo contendo um sal de célcio a fim de
solidificar tal mistura.

As particulas formadas sdo secas de modo a facilitar seu
manuseio, armazenamento, aplicacdo e comercializagéo. Al-
guns relatos sugerem que este tipo de formulacéo se apre-
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senta adequada para armazenamento a baixa temperatura.
Sob temperatura ambiente, a vida de prateleira dessa for-
mulagdo ainda é uma limitacdo que deve ser melhor estu-
dada.

Na preparacédo do granulado algumas variaveis devem ser
consideradas, tais como: concentracdo do principio ati-
vo, tipo e concentracdo do polimero, tipo e concentracao
do inerte, volume da solucdo geleificante e tempo de
permanéncia dos granulos na solucédo salina.

A eficacia, praticidade e seguranca das estratégias e mé-
todos para aplicagdo e manutencdo desses fungos séo
fundamentais tanto para o sucesso do biocontrole nos
sistemas de cultivo, quanto para a aceitacao do biocontrole
pelos agricultores e sociedade. Para o microrganismo intro-
duzido, as considerag8es mais importantes incluem: viabili-
dade, formulagdes e concentragbes dos organismos de
biocontrole; tipos de adjuvantes empregados; eficiéncia e
intervalos de aplicag6es dos organismos etc. Além desses,
o0 tipo e incorporacgédo do substrato e a disperséo do inocu-
lo, a partir desse substrato, para o meio de cultivo sdo de
extrema importancia (Medugno, 1995).
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Dentre os fungos agentes de controle de fitopatdgenos que
mais tém despertado o interesse dos agricultores, destacam-
se 0s géneros Trichoderma e Gliocladium (Clonostachys).
Séo fungos saprofitas e hiperparasitas que também atuam
produzindo enzimas extracelulares e antibioticos, o que ele-
va sua capacidade competitiva e eficiéncia.

A falta de formulacdes adequadas de fungos para controle
de fitopatdégenos tem sido um sério entrave na
comercializacdo de agentes de controle biolégico. Assim,
esse trabalho visa obter uma formulacao granulada a base de
Trichoderma harzianum que mantenha sua estabilidade e
viabilidade. Desse modo, varios polimeros e fontes
nutricionais foram avaliados quanto a esses atributos.

Material e Métodos

Linhagem de Trichoderma. Uma linhagem de Trichoderma
harzianum, TSS-9, isolada a partir de esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum foi usada neste estudo.

Imobilizagcdo de Conidios. Conidios de T. harzianum TSS-9
foram produzidos em meio extrato de aveia-agar, cujo fungo
foi cultivado por 10 dias a 28 °C no escuro. Para
encapsulamento de conidios, empregou-se a metodologia
proposta por Sanhueza & Melo (1995), com algumas modi-
ficacBes. Estas corresponderam a adicdo de farelo de trigo e
carboximetilcelulose como fontes nutricionais, como tam-
bém empregou-se pectina citrica como polimero natural.
Desse modo, os tratamentos correspondentes as misturas
das formulagdes avaliadas foram os seguintes: T1 — 5g de
caulim; 1% de alginato; T2 — 5g de caulim; 0,5% de
alginato; 1g de CMC; T3 — 5g de caulim; 0,5% de alginato;
1g de pectina; T4 — 2,59 de caulim; 1% de alginato; 2,59
de farelo de trigo; T5 — 5g de caulim; 2% de alginato; T6 —
2,59 de caulim; 2% de alginato; 2,5g de farelo de trigo.

Os géis, produzidos com auxilio de uma bomba peristaltica
(Fig.1), foram formados em uma solucéo de cloreto de célcio
(0,25M). Apods secagem a 30 °C em estufa de ventilagédo
forgada os granulos foram armazenados em duas temperatu-
ras distintas, a 26 e 4 °C.
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Fig. 1. Bomba peristéltica para produgao de géis.

O processo de encapsulamento foi repetido trés vezes con-
secutivas, quando empregado ingredientes que propiciam
maior sobrevivéncia do fungo, tanto a temperatura ambien-
te como a 4 °C. Desse modo, o processo foi repetido para a
formulacgéo, correspondente ao T4 que inclui farelo de trigo
como carregador.

Determinacgéo da Viabilidade da Formulacéo. A viabilidade do
fungo imobilizado nos diferentes ingredientes foi avaliada
plaqueando-se 20 granulos em meio BDA (Batata-dextrose-
agar). ApoOs incubacgéo a 28 °C por 24 horas, considerou-se
viavel o granulo que apresentou germinacdo dos propagulos
fangicos.

Potencial do Fungo Formulado em Hiperparasitar o
Fitopatogeno. O potencial do fungo formulado em
hiperparasitar o fitopatdgeno Rhizoctonia solani foi avaliado
colocando um gréanulo na extremidade de uma placa de Petri
contendo BDA e, na outra extremidade, um disco de 5 mm de
didmetro de meio BDA contendo crescimento de R. solani. As
interacdes fungicas foram incubadas a 28 °C e, durante 7
dias, o grau de parasitismo de Trichoderma foi monitorado por
meio de microscopia eletronica de varredura.

Observagbes Microscopicas do Parasitismo. As amostras fo-
ram pré-fixadas em glutaraldeido 2%, lavadas com tampao
fosfato de soédio 0,1M, fixadas com tetréxido de 6ésmio
(Os0O4) 1% por 30 minutos e lavadas novamente, com tam-
péo fosfato de sédio 0,1 M. Apés a lavagem com o tampéo,
foi feita desidratacdo em série crescente com acetona (25, 35,
50, 70, 80 e 90%). As amostras foram secas em ponto
critico (Emitech), metalizadas (metalizador Emitech) com ouro
por 3 minutos com 30 mA e observadas em um microscopio
eletrbnica de varredura, Gemini Leo 982, Leica-Zeiss.

Resultados e Discussao

Para analise dos dados referentes as formulacdes contendo
os diferentes polimeros e fontes nutricionais foi inicialmente
considerado o potencial dos conidios do fungo em germinar
a partir dos granulos (Fig. 2). A porcentagem de germinacao
de granulos germinados foi avaliado periodicamente, perfa-
zendo um total de 60 dias. (Tabela 1).

Fig. 2. Germinacdo miceliana de
Trichoderma harzianum a partir dos
granulos incubados em meio BDA.
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Tabela 1. Viabilidade de Trichoderma harzianum TSS-9 quando formulado
com polimeros e nutrientes distintos, 10 e 60 dias ap6s preparo. Porcentagem
de germinagéao dos granulos nas temperaturas 26 e 4 °C.

Germinacéo (%)

Dias apés o  Trata-
preparo mentos 26 °C 4 °C

T1 5,88 94,12
T2 14,71 100,00

10 T3 0 73,53
T4 100,00 100,00
T5 88,24 100,00
T6 100,00 100,00
T1 0 47,06
T2 0 61,77

60 T3 0 0
T4 52,94 100,00
T5 97,06 100,00
T6 100,00 100,00

Granulos formados com pectina apresentaram-se

desuniforme quanto a morfologia, enquanto aqueles forma-
dos com alginato foram mais regulares. Um outro aspecto
observado foi a maior produgcdo de conidios de T.
hanzianum a partir dos granulos formados com farelo de
trigo. Esses resultados corroboram com aqueles encon-
trados por Knudsen et al.,, (1990) com o
entomopatdgeno Beauveria basiana e por Lewis e
Papavizas (1995) com Trichoderma sp. que empregaram
farelo de trigo como base nutricional nas formulagdes
com alginato.

Gréanulos de alginato contendo esporos de varios fungos
e células bacterianas com pirofilita tém sido formados
visando a aplicagdo no controle biolégico (Fravel et al.,
1985). No presente trabalho, a formulagcdo de T.
hanzianuma contendo alginato e farelo de trigo apresen-
tou uma maior taxa de sobrevivéncia do fungo, quando
este foi armazenado a 4°C.

A inclusédo do farelo de trigo favoreceu uma maior estabi-
lidade e viabilidade do fungo, assegurando uma maior
duracdo do formulado no armazenamento. Quando avali-
ada ap6s 2 anos de armazenamento, a formulacéo con-
tendo farelo de trigo mostrou ser mais eficiente em pre-
servar o fungo com capacidade para crescer e parasitar o
fitopatdgeno R. solani. (Fig. 3).

Controle de Fitopatégenos

Fig. 3. Avaliacdo da viabilidade de Trichoderma harzianum guanto a capaci-
dade de antagonizar Rhizoctonia solani. A imagem de microscopia eletrénica
de varredura mostra o parasitismo do antagonista sobre o seu hospedeiro.

Observacdes ultra-estruturais dos granulos e do crescimento
de T. harzianum sobre eles s&o vistas na Fig. 4. A Fig. 4A
mostra a estrutura de um granulo seco, de formato irregular,
sem nenhum crescimento fungico. A Figura 4B mostra o
crescimento miceliano tipico de Trichoderma recobrindo to-
talmente o granulo, apos 24 horas de incubacado. Essas
observagOes vém reforcar a viabilidade do fungo, apés imo-
bilizagcao dos conidios com os ingredientes adicionados.

Apos re-hidratacao, os granulos esporularam profusamente
dentro de 36 horas a temperatura ambiente.

Fig. 4. Morfologia tridimencional de um granulo visto sob microscopia de
varredura. (A) Granulo seco. (B) Germinacdo miceliana de Trichoderma
harzianum a partir de um granulo feito com farelo de trigo e alginato.
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