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REQUISITOS NUTRICIONAIS E PRODUGCAO MASSAL de Bipolaris
euphorbiae

RESUMO - Um dos grandes entraves para utilizacdo a campo, de agentes
de controle biolégico de plantas daninhas reside na dificuldade de producao de
inéculo em grande quantidade, sem perda de viruléncia. O objetivo deste trabalho
foi avaliar diferentes fontes de C, N, P e suplementos para o crescimento e
esporulacdo do fungo Bipolaris euphorbiae e encontrar substratos naturais de
baixo custo e facil obtencdo que permitam otimizar a produgdo massal do fungo.
Foram avaliadas cinco fontes de carbono (glicose, amido, sacarose, lactose e
maltose), cinco fontes inorganicas de nitrogénio (nitrato de sédio, nitrato de
amdnio, sulfato de aménio, fosfato de amdnio di-basico, cloreto de aménio), seis
fontes de fésforo (fosfato de potassio monobésico, fosfato de potassio bi-basico,
fosfato de calcio, fosfato de sddio, acido fosférico e fosfato de aménio). Em
seguida avaliou-se o efeito da suplementacdo do meio com fontes organicas de
macro e micronutrientes e com vitaminas. A avaliacdo do desempenho do fungo
foi baseada no crescimento radial das colénias e na producdo de conidios por
unidade de area de colénia. Com base dos resultados destes ensaios foram
utilizados diversos substratos naturais, preferencialmente graos (arroz, sorgo,
trigo) ou residuos agroindustriais (quirelas, farelos, cascas, bagacos e residuos
liquidos de processamento) com o objetivo de obter meios de cultura sélidos ou
liquidos que permitam bom crescimento do fungo com alta esporulagao, visando a
producdo massal para o controle bioldgico de plantas daninhas. O amido pode ser
considerado a fonte de carbono mais apropriada para o fungo, pois promoveu
crescimento significativamente maior com alta esporulacdo. O melhor
desempenho de B. euphorbiae foi obtido usando nitrato de sdédio e fosfato de
potassio monobéasico como fontes de nitrogénio e fésforo, respectivamente. A
suplementacdo do meio com peptona e extrato de levedura incrementou o
crescimento e esporulagdo do fungo. Nos meios sélidos a esporulacdo do fungo
foi acentuadamente maior do que nos meios liquidos. Os meios sélidos feitos a

partir de sorgo em grdo (474 x 10° conidios g') e casca de soja (472 x 10°
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conidios g') se mostraram mais adequados para a producdo de conidios,
enquanto nos meio liquidos pode ser destacado o farelo de trigo que produziu 1,33
x 108 conidios mL™" de meio. A utilizagdo de diferentes substratos, assim como a
elaboracao de meios sélidos ou liquidos, ndo afetou a viabilidade dos conidios que
na maioria dos tratamentos foi maior que 98%. Apenas nos meios sélidos de
quirela de arroz, farelo de soja e casca de mandioca + farelo de soja, a viabilidade
foi menor (85,10%,19,38%, e 1,02%, respectivamente) e no meio liquido de arroz
cozido por 5 minutos, foi de 82,7%, mas né&o diferiu estatisticamente dos demais.
A viruléncia do fungo também nado foi afetada pela utilizacdo de diferentes

substratos e tipos de meios, sélidos ou liquidos.

Palavras-chave: controle bioldgico, controle de plantas daninhas, Euphorbia
heterophylla, fisiologia de fungos, producéo de fungos.



NUTRICIONAL REQUIREMENTS AND CONIDIA MASSIVE PRODUCTION OF
Bipolaris euphorbiae

ABSTRACT - One of the great problems of using biological control in field
conditions relies on the difficulty of production of large quantities of inoculum,
without loosing virulence. The objective of this work was to evaluate different
sources of C, N, P and supplements for the growth and sporulation of Bipolaris
euphorbiae. It is also an objective to find natural substrates with low cost and easly
obtained that allows the optimization of the massive production of the fungus. In
this experiment were evaluated five sources of carbon (glucose, starch, sucrose,
lactose and maltose), five inorganic sources of nitrogen (sodium nitrate,
ammonium nitrate, ammonium sulfate, dibasic ammonium phosphate, ammonium
chloride) and six phosphorus sources (monobasic potassium phosphate, dibasic
potassium phosphate, calcium phosphate, sodium phosphate, phosphoric acid and
ammonium phosphate). Additionally was evaluated the effect of macro and
micronutrients and vitamins by supplementing of culture media with organic
sources. The evaluation was based on the radial growth of fungi colonies and on
conidia production per area of colony. Based on the results of these experiments,
several natural substrates were tested, preferentially grains (rice, sorghum, wheat)
and residues of the agriculture industry (chopped corn, bagass and liquid residues
of processing industry). The objective was to obtain solid or liquids culture media
that allows good growth of the fungus with high sporulation, allowing massive
production for the biological control of weeds. The starch can be considered the
source of carbon more appropriate for the fungus, because it promoted significantly
higher growth and sporulation. The best development of B. euphorbiae was
obtained using sodium nitrate and monobasic potassium phosphate as nitrogen
and phosphorus sources, respectively. The supplementation of the medium with
peptone and yeast extract increased the growth and sporulation of the fungus. In
the solid medium the sporulation of the fungus was greater than in the liquid media.
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The solid media made from sorghum grain (474 x 10° conidia g') and soybean
peel (472 x 10° conidia g') were more adequate for conidia production, while the
wheat bran was more efficient in the liquid media producing 1,33 x 10° conidia mL™
of medium. The utilization of different substrates, as well as the elaboration of solid
or liquid media, didn't affect the viability of the conidia that were in most of the
treatments greater than 98%. Just in solid media of chopped rice, soybean bran
and cassava peel + soybean bran (85,10%,19,38%,61,02%, respectively) the
viability was smaller, while in the rice liquid media (5 minutes cooking) it was of
82,7%, not differing statistically from the other media. The virulence of the fungus
also was not affected by the use of different substrates and types of media, solid or
liquid.

Key words: biological control, conidial production, Euphorbia heterophylla, fungus
physiology, weeds,



CAPITULO 1 - CONSIDERAGAO GERAIS
1. INTRODUCAO

Euphorbia heterophylla L. é uma planta daninha, conhecida por outras
sinonimias como E. geniculata Ort; E. prunifolia Jacq; Poinsettia heterophylla (L.)
Klozsch e Garcke; Poinsettia geniculata Klotzsch e Garcke (WILSON, 1981;
KISSMANN e GROTH, 1992). A planta recebe um grande numero de nomes
populares, dependendo da regido de ocorréncia, como leiteiro, amendoim-bravo, café-
do-diabo, mata-Brasil, adeus-Brasil e flor-de-poeta (KISSMANN & GROTH, 1992).

E. heterophylla infesta principalmente a cultura da soja e seu controle tem sido
realizado por meio de herbicidas, contudo o uso continuado da combinacdo de
trifluralin e metribuzin na cultura proporcionou a selecdo da planta na regiao sul do
Brasil (CERDEIRA & VOLL, 1982; PITELLI, 1991). A introducdo de herbicidas do
grupo quimico das imidazolinonas que atuam inibindo a formagcdo de alguns
aminoacidos por meio de bloqueio de uma reacdo comum a sintese destas
substancias, foi considerada altamente eficaz no controle da planta. Porém, devido a
aplicagdes sucessivas de produtos do mesmo modo de agéo, os individuos tolerantes
da populagao dessa planta voltaram a crescer, mas com estrutura genética alterada,
com predominio dos individuos dotados de capacidade de tolerar as imidazolinonas
(VIDAL, 1997). Apesar de toda tecnologia moderna do controle quimico, essa espécie
persiste e mantém elevadas densidades populacionais em lavouras de soja no sul e,
agora no centro-oeste brasileiro. Dessa forma, E. heterophylla preenche os requisitos
citados por CHARUDATAN (1993) como uma planta-alvo adequada aos programas de
controle biolégico por meio da técnica de aplicacdo de bioherbicidas em estratégia
inundativa.

Ha varios exemplos bem sucedidos de programas de controle biolégico de
plantas daninhas utilizando fitopatégenos. SMITH JUNIOR (2001) apontou inimeras
estratégias de controle biolégico de plantas daninhas, incluindo micoherbicidas
usados comercialmente em arroz nos EUA. Nesse contexto, o emprego do fungo
Colletrotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene, causador de antracnhose em



angiquinho (Aeschynomene virginica) vem sendo comercializado nos Estados Unidos
pela Ecogen Inc (CHARUDATTAN, 1995). O produto comercial, conhecido como
COLLEGGO consiste de uma formulacdo de esporos secos (15%) e ingredientes
inertes (85%) acompanhados de um hidratante inerte (MELLO e RIBEIRO, 1998).

CASST é outro micoherbicida a base de Alternaria cassie, Jurair & Khan,
desenvolvido nos Estados Unidos pela Mycogen Corp. (CHARUDATTAN, 1990;
MITCHELL et al., 1994). O fungo se mostrou efetivo contra Senna obtusifolia (L.) Irwin
& Barnaby em diversas condicdes ambientais (WALKER, 1982; WALKER &
BOYETTE, 1986; CHARUDATTAN, 1986). Apresentou faixa restrita de hospedeiros
sendo, no entanto, capaz de controlar outras duas espécies economicamente
importantes, Cassia accidentalis L. e Crotalaria spectabilis Roth (CHARUDATTAN,
1990).

Colletotrichoum orbiculare v. Arx esta sendo reavaliado como agente de
controle biolégico para Xantbium spinosum Halst.,, na Austrédlia. Esse fungo foi
previamente identificado como C. xantbii Halst e avaliado em 1951 na abordagem
classica, ou seja o agente de biocontrole foi liberado em pontos determinados visando
seu estabelecimento e autoperpetuacdo na nova area, sem nenhum manipulacédo
apos a inoculacéao inicial. Quando aplicado como bioherbicida, controlou 50 a 100% de
plantulas (TEBEEST et al., 1992).

Segundo GAZZIERO & YORINORI (1993), varios patdégenos infectam
naturalmente a E. heterophylla no campo, como 0 virus do mosaico e os fungos
Uromyces euphorbia, Aternaria sp, Sclerotinia sclerotiorum e Bipolaris euphorbiae. Em
levantamentos realizados no Rio de Janeiro BARRETO & EVANS (1998),
identificaram dez patdégenos de E. heterophylla e Euphorbia hirta.

Levantamentos sistematicos iniciados na década de 80 por um grupo
pesquisadores de Centro Nacional de Pesquisa de Soja, da EMBRAPA (1986)
permitiram identificar o fungo Bipolaris euphorbiae Muchovej & Carvalho, capaz de
provocar intenso desfolhamento prematuro e lesées caulinares em E. heterophylla.
Posteriormente, este fungo foi estudado evidenciando alta eficacia de controle,
especificidade ao hospedeiro e facilidade de producdo massal de in6culo. Foi

considerado candidato ideal para o desenvolvimento de bioherbicidas. Desde entéo,



tem sido alvo de pesquisas que avaliam as estratégias de sua introducdo nos
programas de manejo desta planta daninha, nas culturas e locais em que ocorre em
altas densidades.

Para introduzir o patdégeno em programas de manejo de plantas daninhas, sao
necessarios conhecimentos basicos de sua fisiologia, como por exemplo, de suas
caracteristicas nutricionais, de modo a estabelecer condicbes favoraveis para o
crescimento e esporulacdo do fungo. Sao necessarios ainda estudos de sua relacao
com o hospedeiro e o estabelecimento de metodologia adequada que permita sua
producdo massal. Assim, o presente trabalho objetivou estudar as caracteristicas
nutricionais de B. euphorbiae e a producdao de conidios utilizando diferentes
substratos obtidos a partir de graos ou residuos agroindustriais, de modo a contribuir
para seu uso em estratégia inundativa, como bioherbicida no controle de E.
heterophylla.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia dos fungos patogénicos as plantas daninhas

Bipolaris euphorbiae, pertencente a familia Dematiaceae, € um fitopatégeno de
facil multiplicacdo em laboratério com uma alta viruléncia e boa capacidade de
esporulagédo (GAZZIERO & YORINORI, 1993). Esses autores descreveram que o
efeito de B. euphorbiae nos tecidos de E. heterophylla se da pela acao de uma
micotoxina produzida no processo de infeccdo. SILVA et al. (1996) observaram
desfolha total da planta quando suspensdes de esporos de B. euphorbiae ou o filtrado
de meio de cultura onde o fungo cresceu foram pulverizados sobre a planta.
MARCHIORI (1996) determinou que a suscetibilidade da planta ao fungo € maior em
estagios mais avangados do seu ciclo de desenvolvimento, correspondente a fase de
6 a 10 folhas.

YORINORI et al. (1985) estudaram os efeitos da mistura de B. euphorbia e
Alternaria sp. no controle de E. heterophylla. Os sintomas de doencga provocada por
Alternaria foram bastante lentos em comparagdo com os de B. euphorbiae e, com



isso, ndao melhorou a acdo de controle promovido por este ultimo isoladamente.
Verificaram também que a aplicagdo na concentracdo 3x10° con. mL™, foi responsavel
pela reducao de 53% da massa verde da planta nove dias apés a aplicacao.

Estudando os efeitos de diversas concentragcbes de esporos de B.
euphorbiae, aplicado sobre plantas de E. heterophylla em condi¢gdes de campo,
GAZZIERO et al. (1989) observaram que suspensdes com mais de 8 x 10° con. mL-'
foram necessarias para obtencdo de desfolha expressiva e, consequentemente,
melhor controle da planta daninha. Resultado similar foi obtido por MARCHIORI
(1996), cuja concentragdo minima observada para a ocorréncia de danos significativos
ao amendoim-bravo foi de 10° con. mL-'.

Em estudos realizados por GAZZIERO et al. (1989), que avaliaram a influéncia
da luminosidade na germinacdo de esporos de B. euphorbiae, verificou-se que o
desenvolvimento dos tubos germinativos foi quatro a cinco vezes superior no
tratamento mantido no escuro, em relagdo ao mantido sob luminosidade. Com relagao
aos programas de manejo de E. heterophylla, vérios trabalhos relataram a
compatibilidade do B. euphorbiae aos agroquimicos utilizados na lavoura. GAZZIERO
et al. (1989) constataram que a formulacdo de esporos de B. euphorbiae com
Naturl’éleo a 1,5%, reduziu, apds trés horas, a germinacdo dos conidios em 90%,
enquanto Energic a 0,2%, reduziu em 1%, aproximadamente.

Ao analisar a acao de diversos agroquimicos no crescimento micelial e
germinacao de esporos de B. euphorbiae TOFFANELLI (1997), observou que os
herbicidas chlorimuron-ethyl, fomesafen, glyphosate e imazethapyr, usados nas doses
recomendadas pelos fabricantes, e os surfatantes Energic, Silwet, Triton x-100 e
Herbitensil, na metade e nas concentracées recomendadas, exerceram efeito inibidor
do crescimento micelial do fungo em meio sélido. A autora ainda observou que
glifosate reduziu em 45% a germinacao de conidios em relagdo a testemunha, o que

inviabilizaria uma mistura de tanque dos dois agentes de controle.

2.2 Caracteristicas nutricionais dos fungos fitopatogénicos



De modo geral, a 4gua e os nutrientes minerais ou organicos sao absorvidos
pelos fungos a partir do substrato onde crescem. A absorcao é feita através da parede
celular das hifas, as quais constituem o talo vegetativo da maioria dos fungos e,
comumente, as hifas liberam enzimas que atuam na decomposicao das substancias
mais complexas presentes no substrato, tornando-se assimilaveis. As celulases, por
exemplo, atuam sobre a celulose, principal componente das paredes celulares das
plantas, transformando-a em glicose que, por sua vez, é absorvida pelo fungo
(KRUGNER & BACHI, 1995).

Os fungos necessitam de fontes de carbono, nitrogénio, fésforo e outros
nutrientes para o crescimento e esporulagcdo, e podem variar quanto a essas
exigéncias. BARBOSA (2000) verificou o efeito de varias fontes de carbono e
nitrogénio no desempenho dos isolados JAB 02 e JAB 45 de Verticillium lecanii. Para
JAB 02, o melhor crescimento foi obtido em presenca de lactose e fosfato de aménio
ou nitrato de sodio, mas em qualquer caso houve pouca esporulacao do isolado. O
amido foi a fonte de carbono que favoreceu o crescimento do isolado JAB 45,
enquanto glicose e maltose promoveram maior esporulagdo. Avaliando o efeito da
nutricao fosfatada no crescimento e esporulagdo dos mesmos isolados de V. lecanii,
WENZEL (2002) verificou que ndo houve influéncia da fonte de fésforo e da relagéo
C:P do meio de cultura, no desenvolvimento dos isolados.

A suplementacdo com nitrogénio, fésforo e potassio em tortas organicas
proporcionou aumento da massa micelial, do periodo de crescimento e da
esporulagao de V. lecanii (NAGESH & REDDY, 1997). GARRAWAY & EVANS (1984)
verificaram que o aumento da concentracdo de KH,PO, de 125 para 150ug mL™
resultou em mais de 50% de decréscimo na esporulacdo de Claviceps purpurea.
BARROS et al. (1988) obtiveram maior producdo de conidios de Nomuraea rileyi
suplementando o meio de cultivo com extrato de levedura. Contudo, tais aspectos séo
pouco conhecidos para B. euphorbiae e por isso precisam ser estudados.

2.3 Producao massal do fitopatégeno



Um fator importante na introducéo de B. euphorbiae como bioherbicida é a
producdo massal do fungo que deve ser em larga escala utilizando preferencialmente,
substrato abundantes e de baixo custo, sem contudo, perder a viruléncia e eficacia.

A composicao nutricional do meio de producao pode ter um efeito marcante na
eficacia dos propagulos, destacando-se o biocontrole e a estabilidade durante o
armazenamento (JACKSON et al., 1996). Segundo BOYETTE et al. (1991), um meio
de crescimento com taxa de carbono e nitrogénio balanceada geralmente produz
melhor crescimento vegetativo, mas existem fontes de carbono que aumentam a
esporulacdo. Esses autores relataram que a producdo de indculo de agentes de
biocontrole, em pequena escala, pode ser obtida em meio de cultura como suco V-8
ou agar-nutriente. Embora a técnica de cultivo em placas seja utilizada para a
realizacdo de estudos relacionados a nutricdo e a relagao patégeno-hospedeiro, ela
tem limitado escopo para producdo em grande escala.

Nesse contexto, estudos sobre meios de cultura que proporcionem bom
crescimento e esporulagdo em larga escala, além de terem baixo custo e serem
elaborados com materiais de facil obtencdo, manuseio e preparo do bioherbicida, sdo
necessarios mas escassos.

Entre os substratos mais utilizados na producgédo de fungos destaca-se o arroz,
porém desde a década de 1980 se tem procurado substituir esse material por
substratos mais baratos. Essa tentativa de barateamento dos custos estimulou os
pesquisadores a testarem diferentes substratos como fuba de milho, farinha de arroz e
soja, farelo de trigo, batata, sorgo e milho, e melaco entre outros (ALVARENGA et al.
1988).

A producdo de Metarhizium anisopliae em diferentes meios de cultivo foi
avaliada por alguns autores que utilizaram os seguintes substratos: lascas de
mandioca misturadas com farelo de arroz (MOHAN & PILLAI, 1982), arroz brunido,
arroz integral, quirelas de milho e de soja (CAMARGO, 1983) e agua de cb6co
(DANGAR et al., 1991). M. anisopliae e Beauveria bassiana também foram cultivados
em macerados de feijao carioquinha e jalo, feijao guandu, soja e grao de bico
(ALVARENGA et al., 1988), enquanto CRUZ et al. (1983) encontraram que o meio de

cultura liquido a base de feijao foi o melhor para a esporulacdo de M. anisopliae.



WENZEL (2002) constatou que os meios sélidos proporcionaram maior esporulacao e
viabilidade dos isolado JAB 02 e JAB 45 de V. lecanii, enquanto nos meios liquidos
ocorreu menor esporulacao, ndo sendo verificada a germinacao dos conidios.

Pela literatura consultada, pode-se observar que B. euphorbia, embora
altamente eficiente, foi ainda pouco estudado e varios aspectos importantes para o
seu desenvolvimento como bioherbicida ndo estao devidamente esclarecidos. Nesse
trabalho investigou-se uma tecnologia para producdo massal de esporos a baixo custo
e com satisfatério poder de infeccédo, estudando métodos de producdo em diferentes
substratos e avaliacdo da severidade de doencga, quando o fungo foi aplicado sobre as

plantas de amendoim-bravo.
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CAPITULO 2 - DESEMPENHO DE Bipolaris euphorbiae SOB DIFERENTES
CONDICOES NUTRICIONAIS DO MEIO DE CULTIVO

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes fontes de carbono,
nitrogénio, fésforo e outros nutrientes, para o crescimento e esporulagéo de Bipolaris
euphorbiae. Foram avaliadas cinco fontes de carbono (glicose, amido, sacarose,
lactose e maltose), cinco fontes inorganicas de nitrogénio (nitrato de sédio, nitrato de
amodnio sulfato de aménio, fosfato de aménio di-basico, cloreto de amébnio) e seis
fontes de fésforo, (fosfato de potassio monobasico, fosfato de potassio bi-basico,
fosfato de célcio, fosfato de sédio, acido fosférico, fosfato de aménio). Em seguida,
estudou-se o efeito da suplementacdo do meio com fontes organicas de macro e
micronutrientes. Avaliou-se o crescimento e a producao de conidios. O amido foi a
fonte de carbono com a qual se obteve crescimento significativamente maior que as
demais e pode ser considerada a fonte mais favoravel para a esporulagédo. O melhor
desempenho do fungo foi obtido usando o nitrato de sédio como fonte de nitrogénio e
o fosfato de potassio monobasico como fonte de fésforo, embora o crescimento de B.
euphorbiae obtido com fosfato de célcio nao tenha diferido do observado com a fonte
anterior. A suplementacdo do meio de cultivo com peptona e extrato de levedura

resultou em melhor crescimento e esporulagéo do fungo.

Palavras chave: fatores nutricionais, fonte de carbono, fonte de fésforo, fonte de

nitrogénio, fungo fitopatogénico.
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PERFORMANCE OF Bipolaris euphorbiae UNDER DIFFERENT MEDIUM
NUTRITIONAL CONDITIONS

ABSTRACT - The aim of this work was to evaluate the effect of different sources of
carbon, nitrogen and phosphorus as well as other nutrients on the growth and
sporulation of Bipolaris euphorbiae. Five sources of carbon (glucose, starch, sucrose,
lactose and maltose), five sources of inorganic nitrogen (sodium nitrate, ammonia
nitrate, ammonia sulfate, dibasic ammonia phosphate and ammonia chloride), six
sources of phosphorus (monobasic potassium phosphate, dibasic potassium
phosphate, calcium phosphate, sodium phosphate, phosphoric acid and ammonium
phosphate), and the supplementation with micro and macronutrients organic were
accessed. The growth and the production of conidium were evaluated. The carbon
source that promoted the most significantly growth was the starch. It also can be
considered the most favorable to sporulation. The nitrogen source sodium nitrate
promoted better performance of the fungus. The monobasic potassium phosphate was
the phosphorus source that caused a greater growth and sporulation of the fungus,
although it did not differ from the calcium phosphate regarding the fungus growth. The
supplementation of the culture medium with peptone and yeast extract promoted a
better growth and sporulation of the fungus and the addition of vitamins favored the
production of conidia.

Key words: carbon sources, nitrogen sources, nutritional factors, phosphorus sources,

phytopathogenic fungus, supplements.
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1. INTRODUCAO

Euphorbia heterophylla, conhecida popularmente como amendoim bravo ou
leiteiro, € uma planta daninha pertencente a familia Euphorbiaceae, amplamente
distribuida no Brasil, principalmente nas regidées Sul e Centro-Oeste onde se cultiva a
soja (OLIVEIRA & SA, 1998; PITELLI, 1991). O rapido crescimento inicial desta planta
exerce uma forte competicdo por luz, nutrientes do solo e agua, além de produzir
grande quantidade de sementes que germinam numa ampla faixa de condi¢coes
ambientais (ETEJERE & OKOKO, 1989). Segundo BRIDGES et al. (1992) e BECKE
(1995) o amendoim bravo se desenvolve bem mesmo em auséncia de iluminacao e
sob temperaturas superiores a 40°C.

O controle do amendoim bravo é dificil devido a sua tolerancia a maioria dos
herbicidas disponiveis (CAFE FILHO et al., 1987). O controle quimico de E.
heterophylla é efetuado principalmente usando herbicidas inibidores da enzima
acetolase sintetase (ALS), mas se observam falhas no controle devido ao
aparecimento de bi6tipos resistentes a estes herbicidas (CHRISTOFFOLETTI et al.,
1994).

O emprego de bioherbicidas, entre os quais o fungo Bipolaris euphobiae, tem
sido sugerido como estratégia para o controle bioldgico de E. heterophylla. O fungo é
patdgeno especifico para a planta, provocando manchas necréticas no caule e nas
folhas, evoluindo para intenso desfolhamento, podendo conduzir a sua morte. Nas
condicbes em que nao ocorre a morte da planta, sua capacidade competitiva fica
drasticamente reduzida (YORINORI, 1984). GAZZIERO & YORINORI (1993)
constataram que com aplicacdes altamente concentradas de suspenséo de esporos, o
fungo provocou intenso desfolhamento e lesGes caulinares em E. heterophylla. Por ser
de facil esporulacédo, o patégeno foi considerado pelos autores candidato um ideal
para o desenvolvimento de bioherbicidas a ser introduzido em programas de manejo
do amendoim-bravo.

Um dos grandes entraves para utilizagdo a campo de agentes de controle
biolégico de plantas daninhas reside na producao de inéculo em grandes quantidades,

sem perda de viruléncia. Mesmo quando se dispde de uma técnica eficiente de
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propagacdao de indculo, a necessidade de suplementacdo do substrato com
compostos de alto valor nutritivo torna o produto inviavel economicamente.

Para se produzir um fungo em larga escala é importante conhecer as condi¢des
de cultivo que permitam obter um bom crescimento com alta esporulagédo (KHALIL et
al.,1985). Assim, € necessario conhecer sua habilidade em usar diferentes fontes de
carbono, nitrogénio e fosforo, e suas necessidades em termos de outros macro ou
micronutrientes e fatores de crescimento. TABER et al. (1968) demonstraram que
Alternaria brassicae e Alternaria raphani cresceram rapidamente quando uma fonte de
carbono, o amido, foi adicionada ao meio de cultura, enquanto que Alternaria
brassicicola cresceu melhor em meio contendo galactose.

A producdo de 5 x 10° e 4 x 10° con. mL" de Alternaria alternata foi obtida
usando galactose e arabinose, respectivamente, como fonte de carbono (SILVA &
MELO, 1999). No entanto, os autores nao verificaram diferencas significativas em
relagao as fontes de nitrogénio avaliadas. BARBOSA et al. (2002) avaliaram o efeito
de varias fontes de carbono (glicose, maltose, lactose, sacarose e amido) no
crescimento e esporulacéao dos isolados JAB 02 e JAB 45 de Verticillium lecanii. Para
o isolado JAB 02, o melhor crescimento e esporulacao foram encontrados em meio
contendo lactose e para JAB 45, em meio contendo glicose. Casitona e nitrato de
sédio como fonte de nitrogénio proporcionaram os melhores resultados para JAB 02, e
peptona, extrato de carne e fosfato de amdnio bi-basico para JAB 45.

Trabalhos que analisaram as exigéncias nutricionais de B. euphorbiae nao
foram encontrados na literatura. No entanto, o conhecimento destas exigéncias
nutricionais é importante para encontrar substratos que propiciem crescimento
vigoroso do fungo com grande esporulacdo. Assim sendo, este trabalho teve por
objetivo avaliar diferentes fontes de carbono, nitrogénio e fésforo e outros nutrientes,

para o crescimento e esporulacédo de B. euphorbiae.
2. MATERIAL E METODOS

Utilizou-se o isolado FCAV# 569 de B. euphorbiae, cedido pelo Laboratério de

Controle Biolégico de Plantas Daninhas “Prof. Giorgio de Marinis” da Faculdade de
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Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, isolado por
pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa em Soja da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/CNPSo), localizado em Londrina — PR.

O isolado permaneceu estocado em tubos de ensaios contendo meio de
batata-dextrose-agar (BDA), mantidos a 4 °C. Para utilizacdo nos ensaios, o fungo foi
cultivado em placas de Petri contendo o Meio Minimo de Pontecorvo
(PONTERCORVO et al., 1953), com a seguinte composicao: 6,0 g de NaNOs, 1,529
de KH:PO,4, 0,52 g de MgSQO,4. 7H20, 0,52 g de KCI, 0,01 g de FeSQO,, 0,01 g de
ZnCly, 10 g de glicose, 15 g de agar e 1000 mL de agua destilada. O meio de cultura
foi esterilizado em autoclave a 121 °C e 1 Kgf (cm?)™, por 20 minutos e a vidraria em
estufa a 180 °C por trés horas. Em seguida, o meio foi vertido em placas de Petri que
foram mantidas em BOD a 27+0,5 °C, por 24 horas, para secagem da superficie do
meio, evitando dessa forma que a umidade excessiva pudesse espalhar propagulos
do fungo apés a inoculagéo. Discos de 5mm de didmetro, contendo micélio e esporos
obtidos de colbnias jovens de B. euphorbiae foram transferidos com o auxilio da uma
alca de niquel-cromo esterilizada para o centro de cada placa de Petri, contendo 20
mL de meio minimo. As placas foram mantidas em BOD a 27+0,5 °C, por 21 dias.

Avaliou-se a influéncia de diferentes fontes de carbono, de nitrogénio, de
fosforo e da suplementacdo do meio de cultura no desenvolvimento de B. euphorbiae.
Para cada fonte avaliada organizou-se um ensaio e 0 meio minimo foi utilizado em

todos os ensaios, substituindo a fonte a ser estudada, conforme as seguintes etapas.
2.1 Fontes de Carbono

Preparou-se 0 meio minimo contendo glicose como fonte de carbono e também
amido, sacarose, lactose e maltose, sempre na concentracdo de 10 g/L. Tais
preparacoes, realizadas com cinco repeticoes (placas de Petri), constituiram os
tratamentos do ensaio.

Avaliou-se o crescimento radial das colénias de B. euphorbiae, medindo-se a
cada trés dias, durante 21 dias, com o auxilio de uma régua milimétrica, quatro eixos

ortogonais previamente demarcados na face externa de cada placa de Petri. Apds 21
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dias de incubacédo, a superficie de cada colénia foi cuidadosamente raspada com
espatula e o conteudo transferido individualmente para tubos de ensaio contendo 10
mL de uma mistura (1:1) de solucdo salina (NaCl a 0,89%) e Tween 80 (0,1%). Apds
vigorosa agitacdo em agitador elétrico de tubos, os esporos contidos na suspensao
foram quantificados em camara de Neubauer, ao microscopio ético, usando diluicao

da suspensao quando necessario.
2.2 Fontes de Nitrogénio

Foram avaliadas cinco fontes de nitrogénio: nitrato de sédio (NaNOs), nitrato de
amoénio (NH4NO3), sulfato de amoénio ((NH4)H>.SO,), fosfato de aménio di-basico
((NH4)2HPOy), cloreto de ambnio (NH4CI). Assim, no meio minimo utilizou-se uma das
fontes referidas, na concentracdo de 6,0 g L. A fonte de carbono utilizada foi a que
proporcionou o0 melhor desempenho do fungo no experimento anterior, sendo a

instalagdo, conducao e avaliacdo do ensaio realizadas conforme descrito no item 2.1.
2.3 Fontes de Fosforo

Utilizou-se seis fontes: fosfato de potassio monobasico (KH.PQO,), fosfato de
potassio bi-basico (KoHPO,), fosfato de célcio (CaHPQ,), fosfato de sédio (NaH-PO,),
acido fosférico (HsPO4) e fosfato de aménio di-basico (NH4):HPO,4. Cada uma das
fontes foi adicionada ao meio minimo, na concentragdo de 1,52 g L™,

As fontes de carbono e nitrogénio utilizadas foram as que proporcionaram
melhor desempenho do fungo nos ensaios anteriores, e a instalacdo, conducao e
avaliacao foram feitas de acordo com o descrito no item 2.1.

2.4 Suplementacao do meio de cultura
Avaliou-se o efeito da suplementagcdo do meio de cultivo adicionando-se ao

meio minimo, elaborado com as fontes de carbono, nitrogénio e fésforo que

proporcionaram melhor desempenho do fungo nos ensaios anteriores, os demais
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nutrientes usados na composicao do Meio Completo de Pontecorvo (Pontecorvo et al.,
1953, modificado por AZEVEDO & COSTA, 1973), com excecdo do hidrolisado de
acido nucléico de levedura, compondo os seguintes tratamentos do ensaio: meio
minimo adicionado de 2,0g de peptona; meio minimo adicionado de 1,59 de caseina
hidrolisada; meio minimo adicionado de 0,59 de extrato de levedura; meio minimo
adicionado de 1,0 mL de solugao de vitaminas; meio minimo adicionado de todos os
ingredientes anteriores, que corresponde ao Meio Completo

A solucao de vitaminas foi assim composta: 0,2mg de biotina; 10,0mg de acido
B - aminobenzébico; 50,0mg de tiamina; 50,0mg de piridoxina; 100,0mg de &acido
nicotinico; 100,0mg de riboflavina; 100,0 mL de agua destilada. A solugédo foi
submetida a esterilizacao fracionada e em seguida conservada em frasco escuro no
refrigerador a 4 °C, sob cloroférmio. A instalagcao, conducao e avaliagdo do ensaio

foram feitas conforme anteriormente descrito.

2.5 Analise estatistica

Os dados de crescimento foram analisados segundo o delineamento em
parcelas subdivididas no tempo e os valores médios foram comparados pelo teste
Tukey (P > 0,05). Os dados referentes a esporulacéao foram transformados em log (x +
1) e submetidos a analise de variancia pelo teste F, sendo as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probalidade. Para execucao das analises utilizou-se o
programa SAS (1995). Tanto para a avaliagao de crescimento como da esporulacao
foram feitas cinco repeticdes por tratamento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O amido foi a fonte de carbono que promoveu um crescimento
significativamente maior que as demais (Tabela 1). Esta fonte foi a mais adequada
para o crescimento do fungo, pois com apenas nove dias de cultivo as hifas de B.
euphorbiae quase haviam atingido a borda da placa de Petri, fato que limitou o

crescimento a partir de entdo. Até o sexto dia de cultivo o crescimento do fungo obtido
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em presenca de maltose, lactose, sacarose e glicose nao diferiram estatisticamente. A
partir do nono dia iniciou-se uma diferenciacdo no crescimento com estas fontes,
destacando-se maltose e sacarose como as mais promissoras, e ao final do 21° de

cultivo, a sacarose promoveu maior crescimento do fungo, diferindo das demais.

Tabela 1. Crescimento em didmetro (mm) de Bipolaris euphorbiae apds cultivo por 21 dias a
27 °C e auséncia de iluminacao, em diferentes fontes de carbono.

Fonte de carbono Tempo de cultivo (dias)

3 6 9 12 15 18 21
Maltose 16,0B 22,8B 32,6 B 422B 492B 5340B 540C
Lactose 13,6 B 18,0B 248C 312C 372C 4360C 526C
Sacarose 12,8B 20,0B 28,8 BC 40,0B 49,8 B 57,20 B 59,4 B
Glicose 144B 2148B 276 BC 344C 414C 4740C 514C
Amido 33,0A 62,0A 886A 90,0A 90,0A 90,00A 90,0A

Médias seguidas por pelo menos uma letra igual, dentro da coluna de cada fator avaliado, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nao se verificou diferenca estatistica na produgéao de conidios de B. euphorbiae
obtida nos tratamentos contendo amido, sacarose, glicose, maltose e lactose (Tabela
2), mas o amido é provavelmente, a fonte mais favoravel, pois estimulou a
esporulacao. Este fato, aliado ao resultado de crescimento, sugere que B. euphorbiae
tenha boa capacidade de desdobrar amido como fonte de carbono, produzindo

diversas amilases.

Tabela 2. Esporulagéo de Bipolaris euphorbiae apés 21 dias de cultivo a 27 °C e auséncia de
iluminagéo, em meio minimo contendo diferentes fontes de carbono'.

Fonte de carbono Numero de conidios x 10°mL"
Maltose 52,3

Lactose 26,6

Sacarose 75,9

Glicose 84,5

Amido 1949

Valor de F 2,56NS

C.V. (%) 20,67

"Valores originais, mas anélise estatistica realizada com dados transformados em log (x + 1).
Médias seguidas por pelo menos uma letra igual, dentro da coluna de cada fator avaliado, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Segundo CARLILE & WATKINSON (1994), muitos fungos utilizam glicose como
fonte de carbono, porém varios outros acucares podem ser aproveitados. O amido foi
a fonte de carbono que proporcionou rapido crescimento de A. brassicae e A. raphani
(TABER et al, 1968). Helminthosporium oryzae pode utilizar frutose, arabinose,
sacarose, maltose e amido como fontes de carbono (DIAZ, 1995). MONTEIRO (1988)
verificou que glicose e amido favoreceram o crescimento de Metarhizium anisopliae e
Beauveria bassiana, enquanto glicose e sacarose foram as fontes de carbono mais
adequadas para o crescimento e esporulacdo de Paecilomyces marquandii.
COETZEE & EICKER (1991) comparam 15 fontes de carbono para determinar o efeito
de fatores nutricionais e ambientais no crescimento e esporulagédo de Verticillium
fungicola. As melhores fontes de carbono foram glicose, manitol e sacarose.

O crescimento de B. euphorbiae foi significativamente maior em meio contendo
nitrato de sédio como fonte de nitrogénio (Tabela 3). Neste tratamento a colbnia do
fungo colonizou toda a area da placa ja no nono dia de cultivo, e a partir dai o
crescimento ficou limitado ao diametro da placa. O meio contendo fosfato de ambnio
di-basico também favoreceu o crescimento de B. euphorbiae, mas 0 mesmo efeito
ocorrido com nitrato de sodio sé foi verificado no vigésimo primeiro dia de incubagéo.
Quando se utilizaram as fontes cloreto de aménio, sulfato de amdnio e nitrato de
amonio se obteve menor crescimento do fungo, o que ficou evidente a partir do nono

dia de incubacéo.

Tabela 3. Crescimento em diametro (mm) de Bipolaris euphorbiae apés cultivo por 21 dias a
27 °C e auséncia de iluminacdo, em diferentes fontes de nitrogénio’.

Fonte de nitrogénio Tempo de cultivo (dias)

3 6 9 12 15 18 21
NaNO; 288 A 768A 90,0 A 90,0A 90,0A 90,0A 90,0A
(NH4).HPO, 16,1 C 30,0C 46,5B 629B 775B 866B 90,0A
NH,CI 129D 182D 200D 212D 226D 226D 229C
(NH4)2SO4 132C 189D 189D 208D 209D 213D 215C
HsNO; 199B 33,1B 33C 331C 332C 332C 333B

"Meio de cultura contendo amido com fonte de carbono. Médias seguidas por pelo menos
uma letra igual, dentro da coluna de cada fator avaliado, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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O nitrato de sodio também foi a fonte que melhor promoveu a esporulagéo de B.
euphorbiae (Tabela 4), diferindo significativamente das producdes de conidios obtidas
nos meios com as demais fontes. Na presenca de sulfato de aménio, cloreto de
amdnio e nitrato de aménio a esporulacao do fungo foi acentuadamente menor.

Os resultados mostraram que B. euphorbiae teve maior capacidade de utilizar
nitrato de sédio como fonte de nitrogénio, do que os demais sais que contém o ion
aménio como fonte de nitrogénio. Este fato sugere que o fungo tenha habilidade de
sintetizar enzimas envolvidas no mecanismo de redugdo do nitrato, como nitrato
redutase, nitrito redutase e hidroxiamino redutase (GARRAWAY & EVANS (1984).
Segundo estes autores, o nitrogénio é indispensavel para o desenvolvimento de
fungos, sendo necessario para a sintese de componentes celulares importantes, tais
como aminodcidos, acidos nucléicos e quitina. Analisando o efeito de fontes de
nitrogénio no crescimento e esporulacdo de isolados de V. lecanii, BARBOSA et al.
(2002) encontraram que nitrato de soédio e fosfato de amédnio favoreceram o seu

desenvolvimento.

Tabela 4. Esporulagao de Bipolaris euphorbiae ap6s 21 dias de cultivo a 27 °C em auséncia
de iluminagéo, em meio minimo contendo diferentes fontes de nitrogénio 2.

Fonte de nitrogénio Numero de conidios x 10° mL"
NaNO; 189,8A
(NH,),HPO, 44,28

NH,4CI 1,4C

(NH4).SO, 3,8C

NH4NO; 0,3C

Valor de F 51,8

C.V. (%) 30,7

'Meio de cultura contendo amido com fonte de carbono. *Valores originais, mas analise
estatistica realizada com dados transformados em log (x + 1). Médias seguidas por pelo
menos uma letra igual, dentro da coluna de cada fator avaliado, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

B. euphorbiae se desenvolveu rapidamente na presenca de fosfato de calcio e
fosfato de potassio monobasico, atingindo a borda da placa de Petri no nono dia de
cultivo (Tabela 5). Nos meios contendo fosfato de sodio e fosfato de potassio bi basico
o fungo atingiu o didmetro da placa no décimo segundo e décimo quinto dias de
cultivo, respectivamente, suportando bom crescimento. A partir do 15° nao se verificou
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diferenga estatistica no crescimento obtido nestas quatro fontes de fosforo, mas a
limitagdo imposta pelo didametro da placa de Petri foi o fator responsavel. Os menores
desempenhos do fungo foram obtidos em presenca de fosfato de amoénio e acido

fosférico, cujos crescimentos diferiram estatisticamente dos demais.

Tabela 5. Crescimento em diametro (mm) de Bipolaris euphorbiae apés cultivo por 15 dias a
27 °C e auséncia de iluminacao, em diferentes fontes de fosforo'.

Fonte de fésforo Tempo de cultivo (dias)
3 6 9 12 15

KH,PO, 23,7B 62,3 B 90,0 A 90,0 A 90,0 A
KoHPO, 18,5C 41,7D 67,2C 80,2 B 90,0 A
CaHPO, 26,7 A 73,4 A 90,0 A 90,0 A 90,0 A
NaH.PO, 19,3C 455C 719B 90,0 A 90,0 A
(NH,):HPO, 15,3C 35,3 CD 53,4 C 63,9B 67,5B
HsPO, 50D 50E 12,1 D 17,6 C 23,2C

"Meio de cultura contendo amido e nitrato de sédio como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente. Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, dentro da coluna de
cada fator avaliado, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A analise estatistica mostrou que a esporulagdo do fungo foi significamente
influenciada pela fonte de fosforo (Tabela 6). Contudo, apenas o acido fosférico
promoveu menor producdo de conidios e ndo se observou diferenca significativa na
esporulacao obtida na presenca das demais fontes de fosforo. O fosfato de potassio
monobasico pode ser destacado como a fonte mais favoravel, pois estimulou
acentuadamente a producéo de conidios.

Os resultados obtidos sugerem que o fosfato de potassio monobasico e o
fosfato de calcio sejam as fontes mais facilmente assimilaveis por B. euphorbiae. O
fosforo é um elemento indispensavel para a sintese de importantes componentes
celulares (CARLILE & WATKINSON, 1994).

A adicao de fosfatos de calcio, de sodio, de potassio e de amébnio a meios com
caréncia de fésforo aumentou acentuadamente o crescimento de A. tenuis (SINGH &
TANDON, 1967a,b). No entanto, quando cultivada em meios que continham fosfato de
potassio, fosfato de potassio tri-basico, fosfato de sodio e fosfato de calcio A. tenuis
Autc. ndo produziu conidios (SINGH & TANDON, 1967a). B. bassiana produziu dez
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vezes mais conidios em meio liquido contendo fésforo do que no mesmo meio isento
de fésforo (THOMAS et al., 1987).

Tabela 6. Esporulacao de Bipolaris euphorbiae apbs 21 dias de cultivo a 27 °C em auséncia
de iluminacdao, em meio minimo contendo diferentes fontes de fosforo'.

Fonte de fésforo Numero de conidios x 10° mL"
KH,PO, 290,7 A

KsHPO, 241,3 A

CaHPO, 202,0 A
NaH,PO, 188,1 A
(NH,),HPO, 132,0 A

HzPOy4 0,4B

Valor de F 102,4**

C.V. (%) 0,05

"Meio de cultura contendo amido e nitrato de sédio como fontes de carbono e nitrogénio,
respectivamente. 2Valores originais, mas analise estatistica realizada com dados
transformados em (x + 1). Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, dentro da
coluna de cada fator avaliado, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Segundo WENZEL (2002), V. lecanii nao foi influenciado pelas fontes de fésforo, mas
o isolado JAB 02 mostrou maior habilidade em utilizar os fosfatos de amdnio, de
potassio bi-basico e de sbdio, enquanto para JAB 45 os fosfatos de ambénio, de
potassio monobasico e bi-basico foram as fontes mais favoraveis.

No ensaio de suplementagdo do meio de cultivo o crescimento do fungo foi
muito rapido atingindo a borda da placa de Petri no nono dia de cultivo em todos os
tratamentos, pois 0 meio minimo foi elaborado utilizando-se amido, nitrato de sédio e
fosfato de potassio monobasico, respectivamente, como as fontes de carbono,
nitrogénio e fésforo que mais favoreceram o crescimento e a esporulacao do fungo.
Contudo, é possivel distinguir que a adicdo de peptona e extrato de levedura
estimularam o crescimento do fungo (Tabela 7); no terceiro e sexto dias de cultivo
promoveram maior crescimento que o meio minimo e nao diferiram do meio completo,
que contém todos os suplementos. A partir do nono dia, nao se verificaram diferencas
no crescimento do fungo obtido em todos os tratamentos pela limitagdo imposta pelo

didametro da placa de Petri.
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Tabela 7.Crescimento em didametro (mm) de Bipolaris euphorbiae apds cultivo por 9 dias a 27
°C e auséncia de iluminacdo, em meio minimo contendo diferentes suplementos’.

Suplemento Tempo de cultivo (dias)
3 6 9

Meio minimo 23,5B 76,4 CD 90,0 A
MM + E.L. 33,0A 84,5 AB 90,0 A
MM + Caseina 32,8A 76,0D 90,0 A
MM + Vitamina 241 B 81,2BC 90,0 A
MM + Peptona 31,7 A 86,0 A 90,0 A
Meio Completo 36,3 A 88,0 A 90,0 A

'Meio de cultura contendo amido, nitrato de sodio e fosfato de potassio monobasico como
fontes de carbono, nitrogénio e fosforo, respectivamente. Médias seguidas por pelo menos
uma letra em comum, dentro da coluna de cada fator avaliado, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. MM: meio minimo. EL: extrato de levedura.

Aspecto semelhante se observou em relacdo a esporulagdo obtida em
presenga de peptona, que nao diferiu da verificada no meio completo, mas foi maior
que a ocorrida no meio minimo (Tabela 8). A producdo de conidios obtida em
presenga do extrato de levedura e solu¢ao de vitaminas se igualou a ocorrida no meio
completo e em presenga de peptona, mas néo diferiu da obtida no meio minimo.
Carbono, nitrogénio e fésforo sdo elementos indispensaveis na nutricdo de fungos
(CARLILE & WATKINSON, 1994). Contudo, outros nutrientes sdo necessarios como
vitaminas e fatores de crescimento. A presenca destes nutrientes no meio de cultivo

pode incrementar o crescimento e a esporulagédo dos fungos.

Tabela 8. Esporulagao de Bipolaris euphorbiae apés 21 dias de cultivo a 27 °C e auséncia de
iluminacdo, em meio minimo contendo diferentes suplementos'?.

Suplemento NUmero de conidios x 10°mL"
Meio minimo 202,2 B

MM + E.L. 508,0 AB

MM + Caseina 303,7B

MM + Vitamina 431,0 AB

MM + Peptona 719,4 A

Meio Completo 734,0 A

Valor de F 7,99**

C.V. (%) 6,15

'Meio de cultura contendo amido, nitrato de sédio e fosfato de potassio monobasico como
fontes de carbono, nitrogénio e fosforo, respectivamente. ®Valores originais, mas anélise
estatistica realizada com dados transformados em (x + 1) Médias seguidas por pelo menos
uma letra em comum, dentro da coluna de cada fator avaliado, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. MM: meio minimo. EL: extrato de levadura.
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Para a utilizacao no controle biolégico de plantas daninhas é importante que a
producdo massal do fungo resulte na maior quantidade possivel de conidios, que sao
as unidades infectivas mais adequadas para a formulagcdo de bioprodutos e
desenvolvimento da doenca nas plantas. A producao comercial em larga escala, deve
empregar substratos de baixo custo e facil obtencdo, mas alguns destes podem
necessitar de suplementacdo com nutrientes importantes para o crescimento e
esporulacdo do fungo.

Os resultados obtidos neste ensaio mostraram que a suplementacdo do meio
com peptona e extrato de levedura estimularam o fungo. Este fato sugere que outros
nutrientes possam incrementar o crescimento e esporulagdo. Peptonas contém
mistura de fontes de carbono e nitrogénio que podem ser facilmente utilizaveis por
fungos. O extrato de levedura é usado como fonte de nitrogénio para o crescimento de
fungos (KULKARNI & NIELSEN, 1986) e contém aminoacidos, peptideos, vitaminas e
carboidratos soluveis em agua (SIKYTA, 1983). Provavelmente, alguns destes
nutrientes foram utilizados pelo fungo, promovendo o crescimento € a producéao de
conidios. A adicdo de vitaminas incrementou a esporulagdo, sugerindo que sua
presenca no meio de cultivo possa favorecer o fungo. Todos os fungos precisam de
vitaminas, porém diferem bastante em suas exigéncias a elas (GARRAWAY &
EVANS, 1984).

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que:

a) Amido, nitrato de sédio e fosfato de potassio monobasico sdo, respectivamente, as
melhores fontes de carbono, nitrogénio e fésforo para o crescimento e esporulagédo de
B. euphorbiae.

b) O desempenho de B. euphorbiae é incrementado pela suplementagcdo do meio de

cultivo com peptona e extrato de levedura, e a adicdo de vitaminas favorece a

producao de conidios.
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CAPITULO 3 — PRODUCAO DE Bipolaris euphorbiae EM MEIOS SOLIDOS E
LIQUIDOS OBTIDOS DE GRAO E RESIDUOS DA AGROINDUSTRIA

RESUMO - O presente trabalho teve como objetivo avaliar a utilizagdo de meios sélidos
e liquidos obtidos a partir de graos ou residuos da agroindustria, para a producao de B.
euphorbiae. O fungo foi cultivado por 15 dias a 27 °C em auséncia de iluminagdo em
meios sélidos obtidos de graos de arroz, trigo e sorgo, quirela de arroz, milho e trigo,
sorgo moido, farelos de arroz, trigo e soja, cascas de mandioca e soja, casca de
mandioca + farelo de soja, bagaco de cana e bagaco de cana + amido soluvel, e meios
liqguidos obtidos de graos de arroz, sorgo e trigo, quirela de milho, farelos de trigo soja e
arroz, cascas de mandioca e soja, vinhaca de cana e agua de prensa da mandioca.
Para cada tipo de meio organizou-se um ensaio e em cada ensaio avaliou-se a
producao, viabilidade e viruléncia dos conidios. No ensaio com meios liquidos avaliou-
se ainda a producdo de biomassa micelial. Os meios sélidos se mostram mais
adequados em promover a esporulagdo do fungo, tendo em vista que resultaram na
producdo de quantidades maiores de conidios do que os meios liquidos. Nos meios
solidos as maiores producdes foram obtidas utilizando-se sorgo em gréo (474 x 10° con.
g"') e casca de soja (472 x 10° con. g') como substrato, enquanto nos meio liquidos
pode ser destacado o farelo de trigo que produziu 1,33 x 10° con. mL" de meio. A
utilizacdo de diferentes substratos e a elaboracdo de meios sélidos ou liquidos nao
afetou a viabilidade dos conidios que na maioria dos tratamentos foi maior que 98%.
Apenas conidios produzidos nos meios sélidos a base de quirela de arroz, farelo de
soja e casca de mandioca + farelo de soja, a viabilidade foi menor e no meio liquido
feito a partir de arroz cozido por 5 minutos, foi de 82,7%, mas nao diferiu
estatisticamente dos demais. Do mesmo modo, a viruléncia do fungo nao foi afetada
pela utilizacdo de diferentes substratos e producdo dos conidios em meios sélidos ou

liquidos.

Palavras-chaves: controle biol6gico, controle de plantas daninhas, producdo de

conidios, substratos naturais, viabilidade, viruléncia.
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PRODUCTION OF Bipolaris euphorbiae IN SOLID AND LIQUID MEDIUM OBTAINED
FROM GRAINS AND AGRICULTURAL INDUSTRY RESIDUES

ABSTRACT - The present work aimed to evaluate the use of residues from agriculture
industries as solid and liquid culture media for the production of B. euphorbiae. The
fungus was cultivated in the dark for 15 days at 27  C in different solid media composed
by grains of rice, shopped rice, wheat, chopped sorghum, corn, wheat and soybean
brans, cassava and soybean peels, cassava peel + soybean bran, sugar-cane bagasse
and sugar-cane bagasse + soluble starch. The liquid media were obtained from grains of
rice, sorghum and wheat, chopped corn, wheat and soybean, cassava and soybean
peels, sugarcane vinasse and water from cassava bran production. For each type of
medium a trial was organized and in each trial was evaluated the production, viability
and virulence of the produced conidia. In the trial with liquid media it was also evaluated
the biomass of micelial. The solid media promoted greater sporulation of the fungus,
producing larger amounts of conidia than the liquid media. In the solid media the largest
productions were obtained using sorghum grains and soybean peel as substrates (474 x
10° conidia g and 472 x 10° conidia g™, respectively), while the wheat bran was the
best liquid medium producing 1,33 x 10° conidia mL™ of medium. The use of different
substrates and the elaboration of solid or liquid media didn' t affect the viability of the
conidia that in most treatments was greater than 98%. Only conidia produced in the solid
media composed by chopped rice, soybean bran and cassava + soybean peels the
viability was smaller. Conidia produced in liquid media composed by cooked rice
presented a viability of 82,7%, but it didn' t differ statistically from the other media. The
fungus virulence was not affected by the use of different substrates and the conidial
production was also not affected by using either solid or liquid medium.

Word-keys: biological control, natural substrates, sporulation, viability, virulence, weed.
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1- INTRODUCAO

O fungo Bipolaris euphorbiae é considerado um potencial agente para o controle
biolégico de Euphorbia heterophylla. Embora seja de facil multiplicacdo em laboratério
(GAZZIERO & YORINORI, 1993), para a introducao de patégeno em programas de
manejo de plantas daninhas em cultivos agricolas é essencial que sejam realizados
estudos basicos de sua biologia e interacdo com o hospedeiro. Além disso, € de
fundamental importancia que se determine as condi¢des favoraveis para o crescimento
e a esporulagdo do fungo e que seja estabelecida uma metodologia eficiente para a
producdo massal.

A composicdo nutricional do meio de produgdo pode ter efeito marcante na
eficAcia dos propagulos, destacando-se o biocontrole e a estabilidade durante o
armazenamento (JACKSON et al., 1996). Segundo BOYETE et al. (1991), a producao
de in6culo de agentes de biocontrole, em pequena escala, pode ser obtida em meios de
cultura como suco V8 ou agar-nutriente. Embora a técnica de cultivo em placas seja
utilizada para a realizacdo de estudos relacionados a nutricdo e a relacao patégeno-
hospedeiro, ela tem limitado escopo para produgdo em grande escala.

A estratégia inundativa de controle biolégico requer métodos para a producao de
grandes quantidades de propagulos infecciosos, uma vez que grandes areas serao
tratadas, uma ou mais vezes anualmente (TEBEEST,1984). O material usado para
obtencao de in6culo deve ser de baixo custo e proporcionar altas concentracdes de
propagulos viaveis altamente efetivos (ALBOUVETTE et al., 1993). Entre os produtos
da agricultura disponiveis e acessiveis destacam as farinhas de soja, milho, amendoim,
trigo e peixe, caroco de algodao, agua de maceragdo de milho, residuos solluveis de
destilarias, leveduras de panificacao e plantas forrageiras (BOYETTE et al. 1991;
CHURCHILL, 1982; MORAES et al. 1991).

Estdo disponiveis na literatura trabalhos que estudaram a utilizacdo de
substratos alternativos para a producao massal de fungos. VILAS BOAS (1996) utilizou
quatro substratos facilmente encontrados em larga escala em Pernambuco, como caupi
(Vigna unguiculata L.), feijao (Phaseolus vulgaris L.), fava (Phaseolus lunatus L.) e

sorgo (Sorgum bicolor L.) para a producado de Metarhizium anisopliae. BASTOS et al.
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(1976) estudaram o comportamento do mesmo fungo em diferentes meios (farinhas de
milho, arroz, trigo e a mistura destes amilaceos) visando obter maior producdo de
esporos e também substituir os componentes do meio até entdo utilizados, por serem
mais caros e algumas vezes dificeis de serem obtidos. OLIVEIRA (2000) avaliou a
producdo do fungo entomopatogénico Sporothrix insectorum nos seguintes meios
liguidos: macerados de feijao de mesa, feijao guandu e soja, extratos de batata, fuba e
soja, leite em p0, farelo de trigo e arroz.

Contudo, quando se trata da producao em larga escala de B. euphorbiae poucos
trabalhos foram realizados. MARCHIORI (1996) verificou que o meio V8-agar e graos
de arroz mais sorgo, usados como substrato, proporcionaram maior producao e melhor
qualidade de conidios do fungo em relacao a graos de girassol. Estudando a viabilidade
de esporos de B. euphorbiae, GAZZIERO & YORINORI (1990) verificaram que apés 14
meses de armazenamento em condi¢coes de refrigeracao (4° C) a germinagdo dos
esporos puros foi mais lenta e menor em relacéo aquela obtida com esporos formulados
em lactose mantidos em condic¢des de refrigeracao.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a utilizacdo de diferentes
substratos obtidos a partir de graos ou residuos da agroindustria, para a producao de
conidios de B. euphorbiae em cultura sélida e liquida.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Fungo

Foi utilizado o isolado FCAV# 569 de B. euphorbiae, cedido pelo Laboratério de
Controle Biologico de Plantas Daninhas Prof. Giorgio de Marinis da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterindrias, UNESP-Jaboticabal, inicialmente obtido por
pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa em Soja da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/CNSo), localizado em Londrina - PR .

Para a utilizacao nos ensaios o fungo foi cultivado em placas de Petri contendo o
Meio Completo de PONTECORVO et al. (1953), cuja formulacdo descrita por
AZEVEDO & COSTA (1973), foi modificada pela troca do agucar e pela supressao do
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extrato de levedura e solucdo de vitaminas, ficando com a seguinte composicao: 6,09
de NaNOs, 1,529 de KH,PO4, 0,52g de MgS0,4.7H.0, 0,529 de KCI, 0,01g de FeSOy,
0,01g de ZnCly, 10g de amido, 2,0g de peptona, 15g de agar e 1000 mL de agua
destilada. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121 2C e 1 Kgf (cnf)” de
presséo, por 20 minutos e a vidraria foi esterilizada em estufa, na temperatura de 180

9 C, durante trés horas.
2.2 Producao em meios sélidos

Utilizou-se os seguintes substratos: graos de sorgo, trigo e arroz, quirelas de
arroz, milho, trigo, sorgo moido, farelos de arroz, trigo e soja, cascas de soja e
mandioca, casca de mandioca (70%) + farelo de soja (30%), bagaco de cana-de-
acucar, bagaco cana-de-agucar + amido soluvel (1%). O sorgo moido foi obtido pela
trituragao rapida de graos em liquificador usando a tecla pulsar. A casca de mandioca
foi seca em estufa de circulacao forcada de ar a 60 °C por 48h e em seguida foi
manualmente triturada. Esta casca e o bagaco de cana foram peneirados em malha de
4 mm.

Os graos de sorgo (280gq), trigo (240g) e arroz (240g) foram cozidos em agua
destilada fervente por cinco minutos em fogo brando. As quirelas de arroz (320g), milho
(3209) e trigo (200g), sorgo moido (280q), farelos de trigo (160g) e soja (200g) e a
casca de soja (80g) foram embebidos em agua destilada durante 15 minutos. Para cada
substrato utilizou-se agua correspondente a trés vezes a quantidade de substrato. Em
seguida os substratos foram coados em peneira fina para remocao do excesso de agua.
O bagaco de cana-de-acucar, a casca de mandioca, a casca de mandioca + farelo de
soja e o farelo de arroz receberam as seguintes quantidades de agua destilada,
respectivamente: 20mL, 30mL, 25mL e 40mL. Tais quantidades foram determinadas em
pré-ensaios.

Os substratos foram colocados em frascos erlenmeyers com capacidade para
250 mL, vedados com tampdo de algodao recobertos com papel aluminio e
autoclavados por 30 minutos. Foram usadas diferentes quantidades de cada substrato,

de acordo com suas caracteristicas, conforme segue: 70g de sorgo em grao, 60g de
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trigo em grao, 60g de arroz em gréao, 80g de quirela de arroz, 80g de quirela de milho,
50g de quirela de trigo, 70g de sorgo moido, 50g de farelo de arroz, 40g de farelo de
trigo, 50g de farelo de soja, 20g de casca de soja, 30g de casca de mandioca, 21g de
casca de mandioca + 9g de farelo de soja, 20g de baga¢o de cana, 20g de bagaco de
cana-de-acgucar + 0,20g de amido soluvel.

Andlises quimicas realizadas apds a autoclavacao dos meios sélidos, mostraram
a composicao expressa na Tabela 1. As determinagdes de carboidratos sollveis e totais
foram realizadas pelo Laboratério de Tecnologia de Produtos Agricolas do
Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP e as determinagdes de nitrogénio e
fosforo foram realizadas pelo Laboratério de Quimica Analitica do Departamento de
Tecnologia da FCAV/UNESP.

Tabela 1. Composicdo dos meios soélidos preparados a partir de graos e residuos
agroindustriais.

Nutrientes

Meio sélido Carboidratos Carboidratos Nitrogénio Fésforo

soluveis* totais™  (mgKg”') (gKg™")

(g100g") (g 100g™)
Sorgo em gréao 0,97 68,16 872,4 3,08
Trigo em gréao 2,01 32,36 1715,9 4,84
Arroz em grao 0,77 63,85 489,2 2,60
Quirela de arroz 0,87 71,01 496,4 2,52
Quirela de milho 0,97 58,90 843,5 2,88
Quirela de trigo 2,30 54,68 1327.,9 4,32
Sorgo moido 1,59 31,71 913,3 3,16
Farelo de arroz 7,70 32,32 1937,6 4,28
Farelo de trigo 3,80 21,07 537,4 5,46
Farelo de soja 3,30 13,36 882.0 5,43
Casca de soja 2,37 18,18 284.5 2,95
Casca de mandioca 4,76 54,21 327,7 1,07
Casca de mandioca + farelo de soja 6,66 41,71 532.6 2,59
Bagaco de cana-de-agucar 1,28 1,28 273,0 2,55
Bagaco de cana-de-aclcar + amido soltvel 1,20 11,25 315,0 2,98

* Carboidratos soltveis (g. glicose 100g™)
** Carboidratos totais (g. amido 100g™)

2.3 Producao em meios liquidos
Os meios liquidos foram preparados a partir dos seguintes substratos naturais:
graos de arroz, sorgo e trigo, quirela de milho, farelos de trigo, soja e arroz, cascas de



36

mandioca e soja, vinhaca e agua de prensa de mandioca. As quantidades de substrato
e acucar utilizados na composicao dos meios estao na Tabela 2.

Os meios preparados a partir de graos de sorgo e trigo, cascas de mandioca e
soja foram obtidos por meio do cozimento dos respectivos substratos em autoclave, por
20 minutos. Os meios preparados a partir de quirela de milho, farelos
de arroz, trigo e soja foram obtidos por cozimento em agua destilada fervente por 10
minutos. Com o arroz se obteve dois meios liquidos, o primeiro pelo cozimento em agua
destilada fervente por 10 minutos e o segundo pelo cozimento em iguais condi¢des por
30 minutos. Em seguida, todas as preparacdes foram homogeneizadas em liquidificador
por um minuto e filtradas em panos brancos de algodao para retirada das partes
grosseiras do material; adicionou-se entdo as quantidades adequadas de acucar. A

vinhaca e agua de prensa da mandioca foram usadas “in natura”.

Tabela 2. Substratos e aclcares utilizados para elaboracdo dos meios liquidos preparados a
partir de grdos e residuos da agroindustria. Quantidades usadas em 1.000 mL de &gua
destilada.

Substrato Quantidade de substrato Quantidade de agucar (g)
(9) Dextrose Sacarose
Arroz em gréo (cozido por 5 min.) 100 5 0
Arroz em gréo (cozido por 30 min.) 100 5 0
Sorgo em gréao 100 5 0
Trigo em gréao 100 5 0
Quirela de milho 100 5 0
Farelo de trigo 50 0 10
Farelo de soja 50 0 10
Farelo de arroz 50 0 10
Casca de mandioca 100 5 0
Casca de soja 100 5 0
Vinhaga 100’ 0 0
Agua de prensa da mandioca 100’ 0 0

'Quantidades usadas em mililitros, em lugar de gramas.

Todos os meios foram acrescentados de cloranfenicol (300 mg L) para evitar a
recontaminacdo bacteriana durante o periodo de incubagdo. O pH dos meios foi

determinado com ajuda de um potencibmetro, optando-se por manter os valores
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originais, sem ajuste. Em cada frasco erlenmeyer com capacidade para 250 mL foram
colocados 100 mL de meio, vedados com tampao de algoddao e papel aluminio,
autoclavando-se em seguida por 30 minutos a 121 ¢C.

Anadlises quimicas realizadas apds autoclavacdao dos meios liquidos mostraram a
composi¢do expressa na Tabela 3. Tais andlises foram realizadas pelos laboratérios

mencionados no item 2.2.

Tabela 3. Composicdo dos meios liquidos preparados a partir de grdos e residuos da
agroindustria.

Meio liquido Nutrientes
pH Carboidratos  Nitrogénio  Fésforo

sollveis* (mg LY (gL-"

(g 100g-")
Arroz em gréo (cozido por 5 min.) 6,7 0,51 383,3 0,48
Arroz em gréo (cozido por 30 min.) 6,38 0,53 4171 0,63
Sorgo em gréao 6,19 1,09 229,1 0,91
Trigo em gréao 6,34 0,99 219,4 1,12
Quirela de milho 5,88 0,59 870,2 2,24
Farelo de trigo 6,54 2,44 1439,0 2,91
Farelo de soja 6,32 1,62 470,1 5,53
Farelo de arroz 6,75 1,23 1012,4 4,49
Casca de mandioca 6,08 1,92 200,0 0,91
Casca de soja 5,58 0,68 344.8 2,63
Vinhaca 4,77 413 2291 0,13
Agua de prensa da mandioca 4,30 2,37 708,7 -

* Carboidratos soluveis (g. glicose 100g-1)

2.4 Inoculacao, incubacao e avaliacao

A inoculagdo dos meios sélidos e liquidos foi realizada em camara de fluxo
laminar, por meio de trés discos de cinco milimetros de didmetro, retirados de culturas
jovens do fungo, cultivado em placa de Petri contendo Meio Completo de Pontercorvo
modificado. A incubacéo foi realizada a 7 ©C, em auséncia de iluminacao, por 15 dias.
Nos meios liquidos n&o se usou aeracgao forcada.

Em ambos os ensaios a avaliacao foi feita no 15° dia de cultivo. A producéo de
conidios nos meios sélidos foi verificada transferindo-se 1g de cada meio de cultura
para tubo contendo 9mL de uma mistura (1:1) de solucédo salina (NaCl a 0,89% p v') e
solucdo Tween 80 (0,1% v v''). Apds vigorosa agitacdo em agitador elétrico de tubos,
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determinou-se a quantidade de conidios presentes na suspensao com auxilio da
camara de Neubauer, usando-se diluicdo adequada quando necessario. Para os meios
liguidos a massa micelial formada no frasco de vidro foi vigorosamente agitada por 3
minutos com 15g de pérolas de vidro, e a seguir coada em peneira de 1Tmm de
espessura. O filtrado foi entdo centrifugado por 2 minutos a 3.000 r.p.m, e o precipitado
resuspendido em 10 mL de solugdo salina esterilizada. Apos vigorosa agitagdo em
agitador elétrico de tubos, o nimero de conidios foi determinado como ja descrito.

No ensaio com meios liquidos determinou-se a biomassa fungica. A massa
micelial formada em erlenmyers distintos dos usados para avaliacdo da producao de
conidios foi cuidadosamente removida, pesada em balanca analitica e filtrada em funil
de Bichner sob bomba de vacuo. Em seguida foi desidratada em estufa a 60°C até
peso constante, também determinado em balanga analitica.

Para a avaliacdo da viabilidade foram utilizadas as mesmas suspensdes de
conidios anteriormente preparadas. Usou-se laminas de microscopia, cuja assepsia foi
realizada com alcool 70%. Apbés demarcacdo de trés campos na face inferior, as
laminas foram acondicionadas em placas de Petri, com alta umidade relativa,
proporcionada por dois chumacos de algodao umedecidos com agua destilada. Para
nao tocar o fundo da placa, sob cada lamina colocou-se dois palitos paralelamente
dispostos na posicao horizontal. A superficie de cada lamina foi entdo recoberta com 3
mL de BDA, e em seguida colocou-se em cada campo uma gota (aproximadamente
0,05 mL) da suspensdo de conidios. As placas foram acondicionadas em camara
climatizada a 27 °C. Apds 12 horas o processo de germinacao foi interrompido,
pingando-se uma gota de corante (1g de azul de metileno em 20 mL de acido latico
transferindo-se, em seguida, 1 mL desta solucdo estoque para 29 mL de acido latico)
em cada campo. Foram contados 150 conidios por campo, entre germinados e nao
germinados, estabelecendo-se uma proporgao.

A viruléncia de B. euphorbia para E. heterophylla, foi avaliada utilizando as
mesmas suspensdes de conidios anteriores, com diluicdes quando necessario. O teste
foi conduzido em casa-de-vegetacdo; as sementes de amendoim bravo foram
semeadas em vasos de plastico, contendo mistura de solo e substrato PlantMax, na

proporcao de 2:3. A irrigacao foi realizada uma vez por dia, procurando-se manter a
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umidade adequada ao crescimento das plantas. Quando as plantas apresentavam de
quatro a oito folhas foram inoculadas com 9mL de suspensdo padronizada em 10° con.
mL™", pulverizada sobre toda a parte aérea da planta com auxilio de pulverizador
manual. As aplicacdes foram efetuadas no final do dia para evitar a ocorréncia de
temperaturas muito elevadas, que no periodo experimental, variaram de 22 a 24 °C.
Feita a inoculacdo, as plantas foram acondicionadas em camara Umida por 14 horas.
Apoés sete dias, as plantas foram cuidadosamente removidas dos vasos e separadas as
raizes, caules e folhas. Efetuaram-se determinac6es do peso da matéria fresca de cada
parte, as quais foram em seguida colocadas em estufa de renovacéao forcada de ar a 70

¢ C, para avaliacao da biomassa seca até peso constante.
2.5 Analise estatistica dos dados

Em todos os ensaios foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado e para
execucao das analises utilizou o programa SAS. Todos os ensaios foram conduzidos
usando-se quatro repeticées. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia
pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producao de conidios em meios solidos

A producdo de conidios pelo fungo foi significativamente maior nos meios
elaborados a base de sorgo em gréo e casca de soja, quando comparado com 0s
demais substratos. Entre estes nao se verificou diferenca estatistica quanto a
promogao da producao de conidios (Tabela 4).

Conforme verificado no capitulo 2, B. euphorbiae apresentou alta habilidade de
usar amido como fonte de carbono. Pela Tabela 1 se verifica que houve uma grande
variagdo no conteudo de carboidratos soluveis, carboidratos totais, nitrogénio e fésforo
dos meios. O meio de sorgo em grao apresentou alto conteudo de carboidratos totais

(amido) (68,16g 100g™"), nitrogénio (872,49 kg') e fésforo (3,089 kg'), mas estes
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valores foram acentuadamente menores para o meio de casca de soja (18,18g 100g™,
284,59 kg e 2,959 kg, respectivamente). Apesar deste fato, é provavel que ambos
apresentem as relacdes nutricionais mais balanceadas para o desenvolvimento do
fungo, pois proporcionaram as maiores producdes de conidios.

Segundo CARLILE & WATKINSON (1994), um meio balanceado devera conter
cerca de dez vezes mais carbono do que nitrogénio. Nos meios de arroz em grao,
quirelas de arroz e trigo e casca de mandioca, se observou uma grande variacdo
principalmente nos conteudos de carboidratos totais e nitrogénio, possivelmente
resultando em relagdes nutricionais menos balanceadas para o fungo, o que nao
favoreceu a producao de conidios.

Avaliando a producdo massal de B. euphorbiae, MARCHIORI (1996) observou
que o meio V8-agar e graos de arroz e sorgo, usados como substratos, proporcionaram
maior producado e qualidade dos esporos em relacdo aos graos de girassol. NAHAS &
ARAI (1987) testaram diferentes meios semi-sintéticos e meios naturais para o
crescimento e esporulagdo do fungo entomopatogénico B. bassiana. Entre os meios
naturais foram testados farelos de trigo, soja e arroz, sendo que o farelo de trigo
proporcionou a maior esporulagdo do fungo (13,40 x 10° esporos placa de cultivo™).
WENZEL (2002) verificou que os isolados JAB 02 e JAB 45 de V. lecanii produziram
maior quantidade de conidios nos meios obtidos a partir de farelo de soja (25,75 e
17,96 x 107 con. g, respectivamente), farelo de trigo (19,30 e 13,16 x 10’ con. g,
respectivamente) e trigo moido (16,0 e 18,50 x 10" con. g™, respectivamente).

O resultado do teste de viabilidade mostrou que os conidios produzidos nos
meios elaborados com farelo de soja, casca de mandioca + farelo de soja e quirela de
arroz apresentaram menor capacidade de germinacao, diferindo estatisticamente entre
si e dos conidios produzidos nos demais meios (Tabela 4). Tal fato foi mais evidente nos
meios contendo farelo de soja, sugerindo que este substrato tenha caréncia de algum
fator nutricional importante para a conidiogénese, o que pode ter ocasionado deficiéncia
morfolégica ou fisiolégica, que levou a baixa porcentagem de germinacdo. A
porcentagem de germinacdo dos conidios produzidos nos demais meios foi alta, ndo
havendo diferenca estatistica na viabilidade.
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Para que possam ser utilizados em programas de manejo integrado, recomenda-
se que os conidios dos fungos tenham viabilidade acima de 90%. Este fato ocorreu
com os conidios produzidos na maioria dos meios avaliados neste trabalho, assim
como nos meios de milho de pipoca, milho + arroz, milho + sorgo, sorgo + arroz, além
de sorgo e arroz somente (MARCHIORI, 1996). No entanto, no estudo de WENZEL
(2002) apenas os conidios dos isolados JAB 02 e JAB 45 de V. lecanii produzidos no
meio de lentilha em gréo, apresentaram viabilidade maior que 90%.

Tabela 4- Producao e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae obtidos em meios
sélidos preparados a partir de gréos e residuos agroindustriais.

Meio sélido N° de conidios x 10° Viabilidade
(g de substrato)™ (%)
Sorgo em gréao 474,0A 99,63A
Arroz em grao 2,9B 99,41A
Trigo em gréao 1,6B 99,35A
Sorgo moido 5,7B 98,71A
Quirela de arroz 5,7B 85,10B
Quirela de milho 3,5B 99,27A
Quirela de trigo 21,5B 99,69A
Farelo de trigo 8,1B 99,05A
Farelo de arroz 6,2B 99,19A
Farelo de soja 6,2B 19,38D
Casca de mandioca + farelo de soja 2,8B 61,02C
Casca de mandioca 13,5B 98,82A
Casca de soja 472,0A 99,46A
Bagaco de cana-de-agucar 1,8B 99,38A
Bagaco de cana-de-aglcar + amido soltvel 1,7B 99,30A
Valor de F 17,38** 89,4**
C.V.(%) 115,10 5,18

Valores originais, mas andlise estatistica realizada com dados transformados em log (x+1).
Médias seguidas por pelo menos uma letra maiuscula em comum, dentro da coluna de cada
fator analisado, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

**Significativo 1% probabilidade.

A viruléncia do fungo nao foi afetada pela producdo nos diferentes meios
sélidos, pois todas as plantas pulverizadas com conidios produzidos nos diferentes
meios manifestaram sintomas caracteristicos de infecgdo pelo fungo, como necrose
nas folhas e desfolnamento parcial, no 7° dia apds inoculagdo. Tais sintomas,

entretanto, ndo foram verificados nas plantas testemunhas. Os resultados referentes ao
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peso da matéria fresca e seca das raizes, dos caules e das folhas de E. heterophyila,
encontram-se na Tabela 5.

Quando se considerou o peso da matéria fresca e seca das raizes e do caule
verificou-se que ndo houve diferenga estatistica entre os diversos tratamentos e a
testemunha. Isso significa que a acdo do fungo, durante o periodo avaliado, foi
insuficiente para ocasionar maiores danos nestas partes da plantas,
independentemente dos meios em que os conidios foram produzidos. Em alguns
tratamentos, como conidios produzidos em quirela de trigo e arroz em gréo, observou-
se uma acao mais pronunciada do fungo em relagdo ao peso fresco das raizes, mas
ainda insuficiente para diferir da testemunha.

Tabela 5. Peso fresco e seco da raiz, caule e folhas de Euphorbia heterophylla obtidos sete dias
ap6s a inoculacao com Bipolaris euphorbiae.

Meio sélido Peso fresco (g) Peso seco (g)
Raizes  Caule Folha Raizes Caule Folha
Testemunha 1,95AB 248AB 2,55A 0,15A 0,13A 0,38A
Sorgo em grao 2,65A 1,91AB 047B 0,17A 0,10A 0,08B
Arroz em grao 0,85B 1,62AB 0,54B 0,06A 0,06A 0,07B
Grao de trigo 2,09AB 1,73AB 0,80AB 0,17A 0,07A 0,13AB
Sorgo moido 1,82AB  3,50A 1,01AB 0,13A 0,17A 0,14AB
Quirela de arroz 1,82AB 1,70AB 0,91AB 0,07A 0,07A 0,12AB
Quirela de milho 1,11AB 2,28AB 1,12AB 0,07A 0,10A 0,12AB
Quirela de trigo 0,83B 1,84AB 0,62AB 0,09A 0,11A 0,13AB
Farelo de trigo 1,55AB 290AB 1,92AB 0,13A 0,15A 0,25AB
Farelo de arroz 1,27AB  291AB 1,42AB 0,11A 0,15A 0,20AB
Farelo de soja 1,27AB  1,45B 0,92AB 0,15A 0,09A 0,13AB
Casca de mandioca + farelo de soja  1,11AB  2,32AB 1,62AB 0,10A 0,13A 0,20AB
Casca de mandioca 1,64AB 3,11AB 1,46AB 0,13A 0,17A 0,18AB
Casca de soja 1,35AB 2,85AB 1,17AB 0,10A 0,07A 0,24AB
Bagaco de cana-de-agucar 1,32AB 2,63AB 1,81AB 0,10A 0,13A 0,24AB
Bagaco de cana-de-agucar + amido 1,01AB 1,81AB 144AB 0,07A 0,10A 0,18AB
soluvel
Valor de F 2,57 2,85 2,39** 1,98 2,72** 2,31*
C.V.(%) 28,67 18,22 42,05 40,86 37,41 49,92

Valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em log (x+1).

Médias seguidas por pelo menos uma letra maiuscula em comum, dentro da coluna de cada fator
analisado, nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

*Significativo a 5%, **Significativo 1% probabilidade.

Analisando o peso fresco e seco das folhas verificou-se que a acdo do fungo

produzido nos meios de sorgo e arroz em grao foi mais intensa, pois ocasionou reducao
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dos respectivos pesos, que diferiram estatisticamente em relacdo a testemunha. Este
fato sugere que o meio de cultura possa afetar a viruléncia do fungo, mas estes dados
sao insuficientes para uma melhor avaliagao do fenbmeno.

Trabalhos que analisaram a acdo de meios de cultivo na viruléncia de B.
euphorbiae ndo foram encontrados na literatura. GAZZIERO & YORINORI (1993)
verificaram que as concentragdes de 2 x 10° e 1 x 10° con. mL™ provocam maiores
reducdes na matéria seca do caule que concentragcdes menores, enquanto a aplicacao
de surfatantes em mistura com B. euphorbiae ndo promoveu redugado significativa na
matéria seca de raizes, caules e folhas de E. heteroplylla em relacdo a testemunha
(TOFFANELLI, 1997).

3.2 Producao de biomassa micelial e de conidios em meios liquidos

Como se observa pela Tabela 6, houve diferenca significativa entre os meios
liqguidos quanto a capacidade de promover o crescimento do fungo.

Tabela 6. Biomassa micelial, produgéo e viabilidade dos conidios de Bipolaris euphorbiae em
diferentes meios liquidos

Meio liquido Peso seco N° de conidios x 10° Viabilidade (%)
(9) (mL de meio)™

Sorgo em gréao 0,35BC 0,35AB 99,38A
Arroz em grao (cozido por 5 min.) 0,26C 0,04B 82,71AB
Grao de arroz (cozido por 30 min.) 0,30BC 0,34AB 99,66A
Trigo em gréao 0,36BC 0,21AB 99,38A
Quirela de milho 0,42B 0,18AB 98,96AB
Farelo de arroz 0,61A 0,17AB 99,82A
Farelo de soja 0,70A 0,06B 99,66A
Farelo de trigo 0,73A 1,33 A 99,85A
Casca de mandioca 0,36BC 0,34AB 99,51A
Casca de soja 0,23C 0,02B 98,74AB
Agua de prensa da mandioca 0,09D - -
Vinhaca 0,06D - -
Valor de F 55,22** 68,36** 2,43*
C.V.(%) 13,75 4,5 6,95

Valores originais, mas andlise estatistica realizada com dados transformados em log (x+1).
Médias seguidas por pelo menos uma letra maiuscula em comum, dentro da coluna de cada
fator analisado, nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.*Significativo a
5%, **Significativo 1% probabilidade.
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Os meios elaborados a partir de farelo de arroz, de soja e de trigo
proporcionaram formacado de maior biomassa micelial de B. euphorbiae, diferindo
estatisticamente dos demais. Com relacao a esporulacdo a producao de conidios obtida
nos meios de arroz em grao cozido por 5 minutos, farelo de soja e casca de soja, foram
significativamente menores.

Nos meios preparados a base de vinhaca e agua de prensa da mandioca a
formacao de biomassa foi muito reduzida e ndao houve producao de conidios, mas isso
provavelmente foi conseqiéncia do baixo pH dos meios que néo foram corrigidos.

Analisando o crescimento de M. anisopliae em meios de cultura liquidos CRUZ
et al. (1983) verificaram que 0 meio a base de feijao proporcionou a melhor esporulacao
do fungo. ALVARENGA et al. (1988) avaliaram a producdo de M. anisopliae e B.
bassiana em meios liquidos feitos a partir de trés variedades de feijao de mesa
(Carioca, Carioca 80 e Jalo), feijao guandu, soja e grao de bico. Os melhores meios
para producao de conidios dos fungos foram feijao carioca, feijao jalo e soja. Resultado
semelhante foi obtido por WENZEL (2002) para o isolado JAB 02 de V. lecanii cultivado
em meio de feijao branco e soja, enquanto para o isolado JAB 45 o meio de farelo de
trigo foi destacado com o mais promissor. THOMAS et al. (1987) observaram que a
producado de conidios de B. bassiana em meio liquido isento de fosforo, foi dez vezes
menor que a observada quando fosfato estava presente em meio de cultivo.

De acordo com a Tabela 3, as maiores quantidades de carboidratos solluveis,
nitrogénio e fésforo foram encontradas no meio de farelo de trigo, que proporcionou
maior formacao de biomassa e conidios, sugerindo que neste meio a proporcao entre
tais nutrientes seja mais equilibrada para o desenvolvimento do fungo. As quantidades
destes nutrientes nos demais meios variaram bastante, o que nao permitiu identificar,
com clareza, uma maior adequacdo de suas composicbes para 0 crescimento e
esporulacédo do fungo. O conteudo de carboidratos totais dos meios liquidos ndo pode
ser determinado durante a andlise, devido a sua baixa concentragdo. E possivel que a
maior parte destes carboidratos tenha sido retida durante a filtragem em panos de
algodao, mas este procedimento foi necessario para remover partes grosseiras do

material.
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A composig¢do dos meios liquidos ndo afetou a viabilidade dos conidios, pois,

como se observa pela Tabela 6, ndo houve diferenca significativa na porcentagem de

germinagao dos conidios produzidos nos diversos meios.

Como ja havia sido observado para os meios sélidos, a viruléncia do fungo néao

foi afetada pela producdo nos diferentes meios liquidos, pois todas as plantas

pulverizadas com conidios produzidos nos diferentes meios manifestaram sintomas

caracteristicos de infeccdo no 7° dia apds inoculagdo, fato este ndo observado nas

plantas testemunhas.

Os resultados referentes ao peso da matéria fresca e seca das raizes, dos caules e das

folhas de E. heterophylla, encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7. Peso fresco e seco das partes da planta que restaram 7 dias apds a inoculagao com

Bipolaris euphorbiae.

Substrato Peso fresco (g) Peso seco (g)
Raizes Caule  Folhas Raizes Caule Folhas
Testemunha 1,69 2,55 2,31A 0,33 0,24 0,33
Sorgo em gréao 2,28 3,51 0,63AB 0,41 0,41 0,15
Arroz em grao (cozido 5 min.) 2,90 3,86 0,85AB 0,36 0,35 0,33
Arroz em grao (cozido 30 min.) 0,63 1,94 0,46B 0,21 0,24 0,18
Trigo em gréao 1,11 2,73 0,46B 0,28 0,28 0,19
Quirela de milho 2,16 4,03 0,97AB 0,34 0,34 0,27
Farelo de trigo 2,14 3,66 0,69AB 0,33 0,33 0,25
Farelo de arroz 1,38 3,75 0,94AB 0,20 0,39 0,25
Farelo de soja 1,38 2,30 0,37B 0,20 0,20 0,24
Casca de mandioca 2,22 3,43 0,84AB 0,33 0,33 0,26
Casca de soja 1,70 4,17 0,46B 0,37 0,37 0,27
Valor de F 1,84NS 1,63NS 2,63 0,67NS 1,18NS 0,86NS
C.V. (%) 37 20,99 52,18 64,71 37,01 38,49

Valores originais, mas andlise estatistica realizada com dados transformados em log (x+1).
Médias seguidas por pelo menos uma letra maiuscula em comum, dentro da coluna de cada
fator analisado, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

NS Nao significativo, *Significativo a 5%.

A analise desta tabela mostrou que a acédo do fungo foi detectada apenas em relacao

ao peso fresco das folhas, onde se observou valores significativamente menores que os
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obtidos na testemunha, nos tratamentos com conidios produzidos nos meios trigo em
grao, arroz cozido por 30 minutos, casca de soja e farelo de soja.

Para os trés ultimos meios, 0 mesmo fato ja havia sido detectado quando estes
substratos foram usados para elaboracdo de meios sélidos, mas ndao podem ser
considerados suficientes para argumentar em favor de um possivel efeito da
composicao dos meios na viruléncia do fungo.

B. euphorbiae tem sido destacado como um promissor agente de controle de E.
heterophylla. Para viabilizar o seu emprego em condicdes de campo ha necessidade
de produzir grandes quantidades de conidios do fungo que sdo os propagulos
adequados para infectar e promover o desenvolvimento da doenca na planta. Neste
sentido, a utilizacdo de meios sélidos se mostrou mais adequada, tendo em vista que
resultou na producédo de quantidades maiores de conidios do que os meios liquidos.

4. CONCLUSOES

a) A producéao de conidios por B. euphorbiae é influenciada pelo tipo de meio de cultura
e substrato utilizados para elaboragdo dos meios. O sorgo em grdo e a casca de soja
mostraram ter a composi¢cao nutricional mais adequada para promover a esporulacao
do fungo em cultura sélida, e em meio liquido o farelo de trigo pode ser destacado

como o substrato mais satisfatorio.

b) A viabilidade e a viruléncia do fungo nao sao afetadas pelo tipo e composicao

nutricional dos meios de cultura avaliados neste trabalho.
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