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Microrganismos sobreviventes em coproduto de pinhdo manso e atividade antagonista sobre
Trichoderma spp. e Clonostachys rosea

Ludmilla Louise Cerqueira Maia Prates, Ronize Viviane Jorge Faria, Cleonice Alves, Sergio Avelino Mota Nobre

Introducgéo

O pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) é considerado uma opcéo agricola para regides aridas e secas por ser uma espécie
nativa, exigente em insolagdo e com forte resisténcia a seca. Atualmente essa espécie esta sendo bastante explorada
comercialmente no Brasil, por ser uma planta oleaginosa viavel para a obtencdo do biodiesel, por produzir, no minimo,
duas toneladas de 6leo por hectare, levando de trés a quatro anos para atingir a idade produtiva, que pode se estender
por 40 anos [1]. As sementes de pinhdo manso sofrem o mesmo tratamento industrial que as bagas de mamona, isto é,
cozimento prévio e esmagamento subsequente em prensas para extracao do 6leo. A torta, residuo resultante da extragao
do ¢éleo, possui elevados teores de nutrientes tornando possivel a sua utilizagdo na forma de fertilizante orgénico, além
de ter uma composicdo adequada para o crescimento microbiano e quando desintoxicada pode ser empregada na
alimentacdo animal [2]. Muitos agentes procaridticos sdo capazes de exercer antagonismo diretamente contra alguns
patdgenos de plantas, inibindo a germinacdo de seus esporos ou conidios. Dentre os diversos mecanismos de controle
bioldgico, antagonismo direto € um dos mais valorizados [3], o que geralmente, pode acontecer gracas a producao de
substancias que inibem, de alguma forma, a germinacéo de unidades propagativas de patégenos flngicos. Dentre essas
substancias antimicrobianas inibidoras da germinacdo de esporos estdo a herbicolinas A, B, O e | e as pantocinas
excretadas por Pantoea agglomerans [4] além de inGmeras outras moléculas produzidas por isolamentos de
Pseudomonas sp. [5]. Espécies de Trichoderma sdo amplamente utilizados na agricultura e na inddstria como
biopesticidas e fontes de enzimas, respectivamente. Estes fungos se reproduzem assexuadamente por produgdo de
conidios e clamiddsporos e em habitats selvagens por ascosporos. Sdo relatados como micoparasitas eficientes e
produtores prolificos de metabolitos secundarios, alguns dos quais tém importancia clinica [9]. O fungo Clonostachys
rosea é um eficiente antagonista de fitopatégenos em varias hospedeiras [10].

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antagonista, de microrganismos sobreviventes a esterilizacdo da
torta de pinhdo manso (Jatropha curcas L.), sobre isolados de Trichoderma spp. e Clonostachys rosea.

Material e Métodos

Foram utilizadas seis culturas microbianas, sendo cinco bactérias (B01, B02, B03, B04 e B05, todas pertencentes ao
género Bacillus sp.) e dois fungos (F1 e F2, ambos do género Penicillium sp.), isoladas a partir da torta de pinhdo
manso autoclavada a 121°C por 30 minutos. Como microrganismos desafiados foram utilizados trés isolados fungicos,
sendo Trichoderma viride (T39), T. harzianum (T40) e Clonostachys rosea (Cr52). A metodologia utilizada foi a de
crescimento pareado para expressao de antibiose. As bactérias e os fungos foram identificados com auxilio de métodos
morfoldgicos (coloracdo de gram para bactérias e morfologia de conidiéforos para os fungos). Com o intuito de
compreender a resisténcia a temperatura expressa pelas bactérias isoladas, procedeu-se um teste de termoresisténcia e
formacédo de endosporos. Para tal, culturas de 24 horas feitas em tubo de ensaio contendo caldo TSB, foram mantidas
por 20 minutos, em aparelho Banho Maria, a 80°C. Em seguida uma aliquota de 100 uL foi retirada, estriada em placa
de Petri com meio TSA e incubada a 37°C por 24h. O ensaio de antagonismo foi desenvolvido em placas de Petri
contendo meio BDA (Agar batata dextrose). O micélio fungico foi retirado de culturas com idade de 7-10 dias,
utilizando-se um furador circular (Cobre - © = 0,5 cm) nas bordas da coldnia. As bactérias foram inoculadas por
estriamento Unico, com auxilio da alca de platina calibrada (10 pL). Os microrganismos foram dispostos em posicao
pareada com distancia proximal de 20 mm. Os tratamentos foram aplicados em duplicata e as placas incubadas a 27°C.
Foram avaliados 21 contrastes entre antagonistas e agentes de colonizacdo (desafiados). O crescimento foi
acompanhado por cinco dias e medicfes das distancias foram feitas diariamente, com o auxilio de um paquimetro
digital. Os resultados foram expressos através da média e desvio padrdo das medidas finais da interacéo.

Apoio financeiro: FAPEMIG e Petrobras S.A



REALIZAGAO!

/
F D R U M ENSINO- PESQUISA
EXTENSAQ - GESTAO %

N
UNIVERSIDADE: SABERES E PRATICAS INOVADORAS \&B
FAPEMIG
Trabalhos cientificos = Apresentacoes artisticas ( www.fepeg.unimontes.br
e culturais = Debates » Minicursos e Palestras (

FADENOR

FEPEG = 24:27

setembro

Campus Universitario Professor Darcy Ribeiro

Resultados

Seis dos 21 contrastes propostos expressaram antibiose, tanto por parte do desafiado quanto por parte do microrganismo
sobrevivente na torta de pinhdo manso. Trichoderma harzianum (T40) apresentou antibiose contras os Bacillus 4 e 5,
sendo incapaz de inibir ou ser inibido pelos Bacillus 1,2 e 3, 0 mesmo ocorrendo com o0s dois isolados de Penicillium
utilizados (F1 e F2). Fendmeno idéntico, contudo de propor¢des mais acentuadas foi observado entre o isolado de T.
viride (T39) e os Bacillus 4 e 5 (Tabela 1, Figura 1). O isolado de Clonostachys rosea (Cr 52) também induziu resposta
de antibiose quando desafiado pelos Bacillus 4 e 5, ndo sendo observada com os demais microrganismos desafiadores
(Tabela 1, Figura 1).

Discussao

A presenga de bactérias esporogénicas na torta de pinhdo manso, mesmo apos a extracao fisica do 6leo e autoclavagem a
121°C ¢ um fendbmeno esperado e justificado pela referida resisténcia destas estruturas a condi¢des ambientais adversas
[6]. Provavelmente estes microrganismos encontravam-se como endofiticos nas sementes de Jatropha curcas. Processos
fermentativos a serem desenvolvidos com o coproduto do esmagamento de sementes de pinhdo manso provavelmente
sofrerd influéncia de microrganismos residuais, resistentes aos processos de extracdo fisica do 6leo, bem como da
esterilizacdo por autoclavagem, caso seja implementado. Esta afirmativa decorre da constancia de resposta antagénica
aos trés microrganismos desafiados, imposta pelos Bacillus 4 e 5. A capacidade de sintese de antibi6ticos, como
metabdlitos secundarios por procariotos, inibindo o crescimento e, ou, a multiplicacdo de outros microrganismos é
bastante referida na literatura cientifica [6]. Entre essas substancias citam-se as volateis como alcodis, aldeidos, cetonas
e sulfetos [7] e amonia [8]. Desta forma em uma situacdo de desafio no sitio bioldgico do coproduto, em um processo
fermentativo, certamente ndo haveria necessidade de contato para inibicdo do crescimento do agente fermentador
(desafiado) mesmo em condigdes favoraveis aos mesmos.

Concluséo

Os microrganismos, residentes e resistentes ao aquecimento acima de 120°C, presentes na torta de pinhdo manso sdo
potenciais inibidores do crescimento de fungos fermentadores ou detoxicadores deste coproduto em processo
fermentativo.
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AnNexos

Tabela 1- Matriz de interagdo entre microrganismos esporogénicos, isolados da torta de pinhdo manso em
desafio a fungos fermentadores expressa em distancia (mm) entre colnias. Os dados estdo expressos em média
aritmética e desvio padrao.

Microrganismo Microrganismos desafiados
isolado da Torta T. viride (T39) T. harzianum (T40)  Clonostachys rosea (Cr 52)
BO1 0,0 0,0 0,0
B02 0,0 0,0 0,0
BO3 0,0 0,0 0,0
B04 34+0,8 4,4+0,5 10,1+0,8
B0O5 4,9+0,5 3,3+0,7 8,8+1,1
F1 0,0 0,0 0,0
F2 0,0 0,0 0,0

Figura 1 — Imagem do teste de antagonismo dos isolados T40 x BO1 e CR 52 x B05

A e B - Placa com os isolados T40 x BO1- sem inibig&o;
C - Placa com isolados CR 52 x BO5— com inibigao;
D - Placa com isolados T40 x BO5— com inibicéo;



