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CAPITULO 1- PRODUCAO MASSAL E INFLUENCIA DE FATORES FiSICOS NO
CULTIVO E VIABILIDADE DE Bipolaris euphorbiae

RESUMO - O conhecimento das condi¢cdes adequadas de cultivo e a busca por
meios de cultura e métodos de produgédo que favoregcam o crescimento e a esporulagao
de fungos e, principalmente, viabilizem economicamente o processo de produgéo séo
aspectos importantes a serem considerados na produ¢cao massal de um agente de
biocontrole. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento, a esporulacdo e a
viabilidade de B. euphorbiae sob o efeito de diferentes valores de pH inicial do meio de
cultivo, da temperatura e do regime de iluminagdo além de analisar a tolerancia dos
conidios a luz solar e a radiacao ultravioleta e selecionar meios de cultura de baixo
custo e facil obtencdo para producdo do fungo. O fungo foi cultivado em meios de
cultura com varios valores de pH (4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10), exposto a diversas temperaturas
(13, 16, 19, 22, 25, 28, 31 e 34°C) e distintos fotoperiodos (0, 12 e 24 hs). Conidios do
fungo foram submetidos ao efeito da luz emitida por simulador solar e radiacédo
ultravioleta germicida, e avaliou-se, em ensaios distintos, a producédo de B. euphorbiae
em diferentes concentracdes de meios liquidos obtidos de residuos e subprodutos
agroindustriais (vinhaga, melaco de cana-de-agucar, leite de levedura, soro de queijo,
agua da prensa da mandioca e milhocina®), em misturas de substratos solidos obtidos
de gréos e derivados (sorgo em grdo com casca de soja e quirela de trigo e casca de
soja com quirela de trigo) e, posteriormente, a combinacao dos meios liquidos e sélidos
que proporcionaram melhores resultados em um sistema bifasico de cultivo. Nos
ensaios dos fatores ambientais, a avaliacdo do desempenho do fungo foi baseada no
crescimento radial das col6nias, na producado de conidios por unidade de area de
colénia e na viabilidade dos conidios em laminas de microscopia. A determinagdo dos
meios liquidos mais eficientes para a producdo de B. euphorbiae foi baseada na
avaliacdo da producao e viabilidade dos conidios e da biomassa, e na producao e
viabilidade de conidios nos meios sélidos e no sistema bifasico. O pH 6 se mostrou o

mais adequado para realizar o cultivo do fungo, pois promoveu o crescimento e



viil

estimulou a esporulacdo, favorecendo também a viabilidade dos conidios. As
temperaturas de 16 e 22°C e o regime de fotoperiodo de 12hs proporcionaram os
maiores valores de esporulagdao do fungo. Os conidios de B. euphorbiae foram pouco
afetados pela radiacdo solar e ultravioleta, pois mantiveram-se vidaveis mesmo apos
grandes periodos de exposi¢ao a estes raios. A produgado do fungo nos meios liquidos
favoreceu a viabilidade dos conidios, obtendo-se os maiores valores nos meios a base
de melaco de cana-de-agucar, leite de levedura e vinhaca. A esporulagdo do fungo foi
acentuadamente maior nos meios sélidos do que nos meios liquidos, destacando-se a
producao obtida na mistura de sorgo em gréao com casca de soja (40:60%) a qual foi de
2,30 conidios x 10’ g meio™. O método bifasico de cultivo ndo influenciou a produgao de
conidios de B. euphorbiae, mantendo da ordem de 10’ conidios g meio™. A viabilidade
dos conidios, aspecto importante a ser levado em consideracao para sua utilizacado em
programas de manejo integrado, manteve-se acima de 99,7% tanto no ensaio com
meios soélidos quanto no ensaio bifasico.

Palavras-chave: controle bioldgico, fungo patogénico de planta daninha, producéo de

fungos, fatores ambientais, radiagéo solar e ultravioleta
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CHAPTER 1 - MASSAL PRODUCTION AND INFLUENCE OF PHYSICAL FACTORS
IN THE CULTIVATION AND VIABILITY OF Bipolaris euphorbiae

SUMMARY - The knowledge of adequate cultivate conditions, search for culture
media and production methods that favor the growth and sporulation of fungi and,
mainly, gain economical viability in the production process, are important aspects that
must be considered in the massal production of an biocontrol agent. The objective of this
work was to evaluate the growth, sporulation and viability of Bipolaris euphorbiae under
the effects of different cultivation medium initial pH values, temperature and photoperiod,
and also to analyze the tolerance of conidia to light emitted by solar and ultraviolet
radiation and select media of low cost and easy purchase for the fungus production. The
fungus was cultivated in media with several pH values (4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10) and
exposed do different temperatures (13, 16, 19, 22, 25, 28, 31 and 34°C) and
photoperiods (0, 12, 24 hours). Conidia of the fungus were submitted to light effect,
emitted by solar simulator and germicidal ultraviolet radiation. In a different experiment
was evaluated the production of B. euphorbiae in different liquid media concentrations,
obtained of agroindustrial residuals and byproducts (vinasse, sugar cane molasses,
yeast cream, cheese whey, water of cassava bran and milhocina®) in combined mixtures
of solid substracts obtained from different grains and derivates (sorghum grains with
soybean hulls and cracked wheat and soybean hulls with cracked wheat) and,
posteriorly, in combination of the liquid and solid media that demonstrated the best
results in a two-phase cultivate system. In the experiments of environmental factors the
fungus performance was based on the radial growth of the colonies, conidia production
per colony area unit and viability of conidia in microscopic slide. The determination of the
most efficient liqguid media for the production of B. euphorbiae was based on the
evaluation of production and viability of conidia and biomass, and on the production and
viability of conidia in solid media and in two-phase system. pH 6 demonstrated to be the
most adequate for the fungus cultivation, once that promoted the growth and stimulated
sporulation, favoring the conidia viability. The temperatures of 16 and 22°C and 12 hours
of photoperiod proportionated the highest values of fungus sporulation. B. euphorbiae



conidia were barely affected by solar and ultraviolet radiation, once that they maintained
their viability after long periods of exposure to these radiations. The production of fungus
in liquid media favored conidia viability, obtaining superior values in media based of
sugar cane molasses, yeast cream and vinasse. The sporulation of the fungus was
significantly bigger in solid media then in liquid media, distinguishing the production
obtained in the mixture of sorghum grains with soybean hulls (40:60%), which was of
2,30 con. x 10’ g medium™. The production of B. euphorbiae was not influenced by the
two-phase system, maintaining its production in order of 10’ g medium™. The conidia
viability, an important aspect that must be considered in programs of integrated pest
management, maintained it self above 99,7% in both solid medias as in two-phase
system.

Keywords: Biological control, weed pathogenic fungi, fungus production, environmental

factors, solar and ultraviolet radiation.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUCAO

As plantas daninhas sdo importantes componentes bidticos dos
agroecossistemas, proporcionando ou condicionando uma série de fatores ecolégicos
que afetam as culturas agricolas, interferindo no crescimento, na produtividade e
qualidade do produto, além de afetarem o processo de produgdo no campo € 0
processamento pré-industrial (AMARAL, 2006). Assim, 0 homem passou a desenvolver
estratégias artificiais para o controle do tamanho e crescimento dessas populacoes.
Esses métodos se caracterizam pela drasticidade da agéo, pelo grande impacto sobre
as populacdes e pelo alto custo ambiental que representam (TOFFANELLI, 1997).

Um dos maiores impactos decorrentes da utilizacao sistematica e continuada de
uma mesma modalidade de controle é a alteracdo da composicao especifica de
comunidades infestantes que sao substituidas por bi6tipos tolerantes da mesma
espécie (TOFFANELLI, 1997).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas se caracteriza como fenémeno
evolutivo, decorrente da selecao imposta por estes. Esse € um problema grave que vem
aumentando nos ultimos anos nas areas agricolas em todo o mundo. Novas op¢oes de
controle de pragas se tornam necessarias e, atualmente, o Manejo Integrado de Pragas
(MIP), que usa diferentes métodos de controle, esta ganhando adeptos no ambito
global. Diversos métodos tém sido desenvolvidos nos ultimos anos, buscando
diagnosticar a resisténcia. Dentro dessa abordagem, as tecnologias que utilizam
agentes bioldgicos, tais como fitopatdégenos, sdo os mais utilizados como métodos
alternativos de controle e apresentam grande potencial de uso futuro (DE NARDO,
1998; TANZINI et al., 2002).

Fungos fitopatogénicos tém progressivamente despertado a atengcdo tendo em
vista sua utilizagdo como agentes microbianos em programas de manejo de plantas
daninhas. O controle bioldégico utilizando fungos é uma das alternativas mais

importantes, com amplo potencial de utilizagcdo sem deterioracdo dos recursos naturais



(PADIN et al., 1995). Ha varios exemplos bem sucedidos de programas de controle
biolégico de plantas daninhas utilizando fitopatégenos, como o emprego do fungo
Colletrotrichum gloeosporioides f. sp aeschynomene, para o controle de Aeschynomene
virginica, importante infestante da cultura do arroz (CHARUDATTAN, 1995).

De acordo com CHARUDATTAN (1990) CASST é um micoherbicida a base de
Alternaria cassie, Jurair & Khan, desenvolvido nos Estados Unidos pela Mycogen Corp.
O fungo se mostrou efetivo contra Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barnaby em diversas
condi¢cdes ambientais (WALKER, 1982; WLAKER & BOYETTE, 1986; CHARUDATTAN,
1986).

O emprego de bioherbicidas, entre os quais o fungo fitopatogénico Bipolaris
euphorbiae, inicialmente identificado como Helminthosporium euphorbiae, tem sido
sugerido como estratégia para o controle bioldégico de Euphorbia heterophylla L., uma
das piores plantas daninha na cultura da soja no Brasil (LORENZI, 2000). O fungo é um
patdégeno especifico para a planta, provocando manchas necréticas no caule e nas
folhas, evoluindo para intenso desfolhamento, podendo conduzir a sua morte. SILVA et
al. (1996) observaram desfolha total da planta quando suspensdes de esporos de B.
euphorbiae ou, o filtrado do meio de cultura, onde o fungo cresceu, foram pulverizados
sobre a planta.

Por ser de facil multiplicacdo em laboratorio e apresentar grande capacidade de
esporulacao, o patégeno foi considerado um candidato ideal para o desenvolvimento de
bioherbidas a ser introduzido em programas de manejo de E. heterophylla. Para
introduzir o patégeno em programas de manejo de plantas daninhas sdo necessarios
conhecimentos basicos de sua fisiologia, como por exemplo, de suas exigéncias fisicas,
de modo a estabelecer condi¢gdes favoraveis para o crescimento, esporulagdo e
viabilidade do fungo, além de avaliar a tolerancia dos conidios a radiagcao e desenvolver
meios de cultivo de simples composicao que tenham baixo custo e sejam viaveis para a
sua produgao em massa.

A producdo de fungos representa uma fase importante no processo de
desenvolvimento de um bioherbicida, uma vez que esses patdgenos precisam estar

disponiveis em grandes quantidades. Segundo KHALIL et al. (1985), aspectos como a



selecdo de meios de cultura para producdo e o conhecimento das condicdes
adequadas de cultivo sdo importantes e devem ser levados em consideracao na
producado massal de um agente de biocontrole. No entanto, h& poucos estudos sobre os
fatores que podem influenciar no desenvolvimento do fungo, ou mesmo, que busquem

encontrar substratos e condicées adequadas para a sua produgao em larga escala.
2. OBJETIVOS
O presente trabalho teve por objetivos:

a) Avaliar o efeito de fatores fisicos no crescimento, esporulacéao e na viabilidade de B.
euphorbiae;

b) Analisar a tolerancia dos conidios a luz solar e a radiagao ultravioleta;

c) Avaliar a sua producdo em meios sélidos e liquidos, elaborados a partir de residuos
ou subprodutos da agroindustria;

d) Selecionar meios para a produgcdo em um sistema bifasico, disponibilizando-o para o
controle de E. heterophylla.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Caracteristicas gerais de Euphorbia heterophylla

Euphorbia heterophylla L. é uma planta daninha pertencente a familia
Euphorbiaceae e é popularmente conhecida como amendoim-bravo ou leiteiro.
Segundo OLIVEIRA & SA (1998) o nome desta espécie é decorrente da grande
diversidade de formas de folha, tipo de bordas e pilosidade. O caule é simples ou
ramificado, com modificagdes em intervalos regulares. As folhas alternas, opostas ou



verticiladas ocorrem tanto no caule como nos ramos, com uma concentragcado na parte
final dos ramos, abaixo da inflorescéncia (CRONQUIST, 1981; KISSMANN & GROTH,
1992). E uma planta anual, de porte médio de 40-60 cm, ereta e herbacea, nativa da
América Tropical e subtropical e, atualmente, esta amplamente difundida nas regides
temperadas do mundo (HARGER & NESTER 1980). Segundo KISMANN & GROTH
(1992) o amendoim-bravo € relatado em niveis expressivos em mais de vinte paises e
como uma planta pouco importante em outros 40 paises.

No Brasil esta espécie esta amplamente distribuida na regido centro-sul do pais,
constatando-se sua presenca em 74% das areas de soja do planalto do estado do Rio
Grande do Sul (VIDAL & WINKLER, 2002). Apresenta extraordinaria capacidade de
multiplicacdo por sementes, as quais germinam em ampla faixa de condi¢gdes ambiente
ocorrendo mesmo na auséncia de iluminacdo e em temperaturas de até 40°C
(BRIDGES et al., 1992; BECKE, 1995), suas plantas crescem com muita rapidez e
tendem a sombrear plantas de culturas anuais de desenvolvimento mais lento. Por isso
competem intensamente na absor¢cdo de nutrientes do solo (KISMANN & GROTH
1999).

A capacidade de formacédo de densos e duradouros estoques de sementes em
solos agricolas é uma estratégia para a perpetuagao da espécie nos agroecossistemas
(JOWERS et al.,, 1986). Esta planta produz latex que adere aos grdos durante o
processo de colheita, favorecendo a fixacdo de contaminantes. Este latex aderido pode
aumentar o teor de umidade dos graos (KISMANN & GROTH 1992). A soja € uma das
culturas mais prejudicadas pela interferéncia desta planta daninha, porque além das
caracteristicas citadas, E. heterophylla apresenta habito de crescimento similar a desta
planta cultivada, intensificando a competicio em momentos criticos da vida da
leguminosa.

Os herbicidas constituem-se na principal medida de controle de plantas daninhas
na cultura de soja; no entanto, a pressao de selecdao causada pelo uso continuo de
produtos com o mesmo mecanismo de agao pode provocar a selecao de bidtipos
resistentes, como ocorreu com E. heterophylla, que se mostrou resistente aos

herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS), em regides do Centro-Oeste



(MELHORANGA & PEREIRA, 2000), Sudeste (GELMINI et al., 2001) e Sul do Brasil
(WINKLER & VIDAL, 2004).

Fungos fitopatogénicos tém progressivamente despertado a atencdo tendo em
vista sua utilizagdo como agentes microbianos em programas de manejo de pragas. Em
levantamentos realizados no Rio de Janeiro, BARRETO & EVANS (1998) identificaram
dez patégenos de E. heterophylla e, dentre estes, o fungo B. euphorbiae foi o agente
causal mais frequente. O fungo é capaz de provocar intenso desfolhamento e lesdes
caulinares em E. heterophylla, evidenciando alta eficacia de controle, especificidade ao

hospedeiro e facilidade de produgcao massal do inéculo.
3.2 O fungo fitopatogénico Bipolaris euphorbiae

O fungo B. euphorbiae pertence a familia Dematiaceae (MUCHOVEJ &
CARVALHO, 1989), e anteriormente foi denominado de Helminthosporium euphorbiae.
Segundo GAZZIERO & YORINORI (1993) sua acao se da pela producao de uma toxina
durante o processo de infeccdo e 0s sintomas se manifestam no tecido suscetivel,
como necroses nas folhas e caules.

Em experimentos com amendoim-bravo realizados em casa de vegetacgéo,
YORINORI (1985) observou que apo6s 72 horas da inoculagdo de uma suspensdao com
concentragdo de 1 x 10* conidios mL™ houve uma reducédo de 68% no peso fresco da
planta quando comparado com plantas ndo inoculadas, enquanto uma reducado de
apenas 47,6% foi obtida utilizando-se herbicida quimico. J& em condi¢gdes de campo,
GAZZIERO et al. (1989a) observaram que para obtencdo de desfolha expressiva e
melhor controle desta planta daninha foram necessérias suspensdées com mais de 8 x
10° conidios mL™ de B. euphorbiae. Resultado similar foi obtido por MARCHIORI et al.
(2001) que observaram ser necessario concentragdes maiores que 2x10° conidos mL™
para ocorrer um controle eficiente do amendoim bravo.

Estudos visando o conhecimento da compatibilidade de B. euphorbiae com
outros produtos comumente usado na cultura da soja foram realizados. TOFFANELLI
(1997) determinou que os herbicidas chorimorum-ethyl, fomesafen glifosato e imazapir



e os surfactantes Energic, Triton X-100 e Herbitensil foram inibitérios para o
crescimento micelial de B. euphorbiae. NECHET et al. (2006) verificaram que a
germinagdo dos conidios nao foi inibida pela mistura dos conidios com os herbicidas
imazethapyr, (glifosato, fomesafen, carfentrazone, atrazine e glifosato mais
carfentrazone, estando entre 99,6 a 100% a média de germinagéao dos conidios.

Para verificar a possibilidade da utilizacdo de misturas de tanque constituidas por
esporos do fungo e herbicidas ou surfactantes recomendados para a cultura da soja,
NEMOTO et al. (2002) verificaram que todos os surfactantes testados permitiram uma
porcentagem de germinacdo de esporos de B. euphorbiae equivalente aquela
alcancada na presenca de agua. Com relagcdo aos herbicidas, foi observado que
somente na presenca de glifosato e imazetaphyr a germinacao dos conidios ndo seguiu
a tendéncia observada com agua. GAZZIERO & YORINORI (1988) verificaram que as
misturas de B. euphorbiae com fomesafen, lactofen e acifluorfen, resultaram em maior
controle da planta daninha.

YORINORI et al. (1985) avaliaram os efeitos da mistura de B. euphorbiae e
Alternaria sp. no controle de E. heterophylla. Os sintomas de doengas produzidos por B.

euphorbiae foram mais rapidos em compara¢cao com os provocados por Alternaria sp.

3.3. Influéncia de fatores nutricionais e fisicos no desenvolvimento do fungo

O conhecimento da influéncia de fatores nutricionais e fisicos no
desenvolvimento de B. euphorbiae é de extrema importancia para se estabelecer as
condigcdes ideais de cultivo para sua producao massal. Apesar da importancia destes
fatores para a producédo de B. euphorbiae, poucos trabalhos foram encontrados na
literatura cientifica.

Quanto as exigéncias nutricionais, PENARIOL et al. (2008) avaliaram diferentes
fontes de carbono, de nitrogénio, de fosforo e a suplementacdo do meio de cultivo com
macro e micronutrientes, para o crescimento e a esporulagdo de B. euphorbiae. Os

autores observaram maior crescimento e esporulagao do fungo usando amido e nitrato



de s6dio como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente, e fosfato de potassio
monobasico e fosfato de célcio como fonte de fésforo.

Para determinar os efeitos da temperatura no crescimento micelial e germinagao
de conidios de B. euphorbiae, NECHET et al. (2006) testaram oito temperaturas (5, 10,
15, 20, 25, 30, 35 e 40°C). Puderam concluir que B. euphorbiae cresceu bem na faixa
de temperatura situada entre 10 e 30°C, com o crescimento 6timo na temperatura de
25°C, enquanto a melhor germinagcdo dos conidios foi obtida na faixa de 20 e 30°C.
Avaliando o feito da temperatura no crescimento micelial de Bipolaris sorokiniana,
PRATES & FERNANDES (2000) observaram que o crescimento foi maior na faixa de
temperatura entre 26 e 28°C. Com a finalidade de estudar o efeito do pH na atividade
da fitotoxina produzida in vitro por B. euphorbiae, BARBOSA et al. (2002) observaram
maior atividade da producéo da fitotoxina no pH 6.

Os efeitos das condi¢des de luminosidade (iluminagao por duas horas e escuro
nas horas subseqiientes, auséncia de iluminacao por duas horas e exposicao a luz nas
horas subseqlientes e auséncia total de iluminagao) na germinacéo dos conidios de B.
euphorbiae, foram estudados por GAZZIERO et al. (1989b) e os resultados mostraram
que, no tratamento mantido no escuro o desenvolvimento dos tubos germinativos foi
quatro a cinco vezes maior, quando comparado com o mantido sob as condi¢cdes de
iluminacéo descritas.

Os efeitos dos fatores fisicos sobre os fungos podem variar de acordo com as
espécies consideradas. Cultivando Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae e
Paecilomyces farinosus em meio de Sabouraud sob varias temperaturas (5 - 35°C) e
diferentes valores de pH (3-11), HALLSWORTH & MAGAN (1996) determinaram que a
temperatura 6tima para o crescimento dos isolados encontra-se em 25, 30-35 e 20°C,
respectivamente, e os valores 6timos de pH encontram-se na faixa situada entre 5 e 8.

ZHAO & SHAMOUN (2006) estudaram a influéncia do pH (2 - 12) e de varias
temperaturas (0, 5, 10, 15, 20, 23, 25, 30 e 35°C) sobre o crescimento, esporulacéao e
germinacdo de conidios de Phoma exigua e concluiram que na faixa de pH situada
entre 5 e 10 ndo houve efeito no crescimento micelial e germinacao dos conidios, e a

temperatura 6tima para crescimento e germinacao de conidios estava entre 20 - 25°C.



A determinacdo das melhores condicées de crescimento e esporulagdo de B.
bassiana, tais como diferentes condicdes de iluminacdo (luz continua, alternada e
escuro continuo) e de temperatura (20, 25, 30 e 35°C) foram investigadas por NAHAS &
ARAI (1987). Os regimes de escuro continuo e luz alternada foram os que propiciaram
maior velocidade de crescimento, quando comparados com o regime de luz continua.
Por outro lado, o regime de luz alternada favoreceu a producédo de esporos; tanto o
crescimento quanto a esporulagéao foram favorecidos pela temperatura de 25°C.

Estudando os efeitos da iluminacao (regimes de luz continua, alternada e escuro)
e da temperatura (4 - 40°C) sobre o crescimento e a esporulacao de Verticillium
fungicola COETZEE & EICKER (1991) observaram que a temperatura étima para o
crescimento e esporulacdo situa-se entre 22 - 24°C; o maior crescimento e a maior
producao de esporos foram obtidos em regime de luz continua.

A influéncia de quatro temperaturas (22, 25, 28 e 31°C) e trés regimes de luz (24,
12 horas de luz, e 24 horas de escuro) sobre o crescimento, producao e viabilidade de
Sporothrix insectorum, foi estudada por LOUREIRO et al. (2002). De acordo com o0s
resultados verificados por estes autores, a melhor esporulacéo (2,42 x10’conidios mL™)
e viabilidade ocorreram a 28°C; o maior crescimento, esporulacdo e viabilidade dos
conidios ocorreram em regime de iluminag¢ao continua.

Ao serem aplicados no campo, os fungos estdo sujeitos a acdo de fatores
bidticos e abidticos, que podem influenciar na sua sobrevivéncia e propagacgao. Entre os
abidticos, destaca-se a radiacdo UV (FARGUES et al.,, 1996; BRAGA et al., 20013,
CAGAN & SVERCEL, 2001), que pode provocar danos diretos e indiretos aos conidios,
reduzindo a sua eficiéncia. Entre os danos diretos pode ocorrer inativacao dos conidios,
danos letais ao DNA e mutagdes. Entre os danos indiretos inclui-se, 0 aquecimento e a
dessecacao dos esporos (NICHOLSON et al., 2000).

A radiacdo UV pode atuar sobre a germinagao dos conidios e sobre os estagios
iniciais do tubo germinativo (HUNT et al., 1994; ALVES & LEUCONA, 1998; BRAGA et
al., 2001a, b). Os efeitos nocivos da radiacao UV-B tém sido demonstrados para varias
espécies de fungos, como B. bassiana, Paecilomyces fumosoroseus, Aphanocladium



album, Verticillium lecanii, Metarhizium flavorviridie e M. anisopliae (HUNT et al., 1994;
INGLIS et al., 1997; SMITS et al., 1996; BRAGA et al., 2001a).

Com o objetivo de encontrar isolados tolerantes a radiagdo UV-B, diversos
trabalhos tém sido realizados, em particular na Franca, Estados Unidos, Canada e
Brasil (FARGUES et al., 1996; INGLIS et al., 1997; CAGAN & SVECEL, 2001; BRAGA
et al., 2001b, BRAGA et al., 2002). No entanto no Brasil, ha poucos trabalhos com este
intuito. Avaliando a tolerancia do isolado IBCB 425 de M. anisopliae a radiacao UV-A e
UV-B, FRANCISCO et al. (2008) verificaram uma reducao acentuada na viabilidade dos
conidios ap6s 3 horas de exposi¢cdo a radiagdo. HUNT et al. (1994) e BRAGA et al.
(2001a) encontraram isolados de fungos que apresentaram porcentagem de
germinacdo em torno de 60% apo6s 2 horas de exposicéo. Foi verificada uma reducao
de aproximadamente 100% na viabilidade das linhagens ARSEF 23 e 2575 de M.
anisopliae ap6s 4 horas de exposicao a radiacdo (BRAGA et al., 2001b). Ja para o
isolado Bb 19 de B. bassiana uma reducao acentuada na viabilidade foi verificada apés
2 horas de exposicao (FERNANDES et al., 2007).

Para se desenvolver um agente de controle biol6gico mais eficiente no campo é
necessario conhecer a tolerancia do fungo a radiagao solar, visando a sua maior

persisténcia e eficiéncia no controle da planta daninha.

3.4. Producao massal de fungos

Para a utilizagao de B. euphorbiae como bioherbicida além do conhecimento das
condicdes nutricionais e fisicas para um bom crescimento, esporulacao e viabilidade, se
faz necessaria a obtencao de substratos adequados que viabilizem a sua produgao que
deve ser em larga escala. Segundo KHALIL et al. (1985) a selecao de meios de cultura
para a producado € um aspecto a ser levado em consideragdo na produgdo massal de
um agente de biocontrole.

A composicao do meio pode ter uma estreita relagdo com o custo e a qualidade
do fungo produzido, pois pode influenciar o tipo, formato e quantidade de propagulo
produzido (LEITE et al. 2003). No desenvolvimento de um meio de cultura, segundo
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JACKSON et al. (1996) e JACKSON (1997), trés etapas devem ser consideradas: a
primeira € selecionar um meio que proporcione uma boa producao da forma desejada
do fungo, a segunda é variar os nutrientes e avaliar o seu impacto na produgdo do
patogeno e a ultima é substituir os componentes nutricionais por um substrato
complexo, barato e acessivel.

Desta forma, ha necessidade de estudos sobre meios que propiciem bom
crescimento e esporulagéo, tenham baixo custo e sejam elaborados com substratos de
facil obtencdo, manuseio e preparo. O arroz cozido, principalmente nos paises em
desenvolvimento, € um dos meios mais utilizados na producao de fungos, entretanto,
devido ao elevado preco que o arroz tem alcangcado no comércio, desde a década de
80, tem se procurado substituir o arroz por substratos alternativos, justamente visando a
reducdo de custos.

Trabalhos tém sido realizados no intuito de averiguar a utilizacao de substratos
alternativos que favorecam o crescimento e esporulacdo dos fungos e, principalmente,
viabilizem economicamente o processo de producao (CRUZ et al., 1983). A producao
do fungo M. anisopliae foi verificada em caupi (Vigna unguivulata), feijao (Phaseoulus
vulgaris L.), fava (Phaseoulus lunatus L.) e sorgo (Sorgum bicolaor L) substratos estes
que estao facilmente disponiveis na regidao de Pernambuco (VILAS BOAS et al., 1996).
WENZEL et al. (2006) avaliaram a producdo e a viabilidade dos conidios de
Lecanicillium lecanii em diversos substratos naturais sélidos e liquidos obtidos de graos
e verificaram que farelo de soja, farelo de trigo, trigo moido e lentilha, como substratos
sOlidos e extratos liquidos de feijao carioca, feijao-branco, trigo e soja, proporcionaram
entre os substratos avaliados, as maiores producdes de conidios.

A producao do fungo entomopatogénico S. insectorum foi avaliada nos seguintes
meios liquidos: macerados de feijao de mesa, feijao guandu e soja, extratos de batata,
fuba e soja, leite em po, farelo de trigo e arroz (OLIVEIRA, 2000). ALVARENGA et al.
(1988) utilizaram macerados de feijao de mesa (carioquinha e jalo), feijao guandu, soja
e grao de bico como meios alternativos para a produgédo de M. anisopliae e B. bassiana.
Na tentativa de obter melhores condigbes de crescimento e esporulacao de B. bassiana

NAHAS e ARAI (1987) utilizaram como substratos farelo de arroz, farelo de soja, farelo
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de trigo, farelo de crisalidas e observaram que o meio de farelo de trigo favoreceu a
producdo do maior nimero de esporos (13,4 x 10° placas de cultivo™).

No entanto, quando se trata da producao de B. euphorbiae utilizando substratos
alternativos poucos trabalhos foram encontrados. Meios como milho de pipoca, sorgo,
girassol, arroz e a mistura arroz e sorgo, arroz e milho de pipoca e sorgo mais milho de
pipoca foram utilizados por MARCHIORI et al. (2001) para avaliar a esporulagéo e a
viabilidade de B. euphorbiae. PENARIOL et al. (2008) avaliaram diferentes meios de
cultura sélidos e liquidos obtidos de graos e residuos agroindustriais para a producao
do fungo. Os autores verificaram que o0 sorgo em grao e a casca de soja foram os
substratos sélidos que proporcionaram melhores resultados quanto a esporulacgao,
enquanto que, o farelo de trigo foi o substrato mais favoravel para o preparo de meio
liquido.

Os processos de producao de fungos sao relatados em funcdo da estrutura do
patdégeno a ser produzida e utilizada no campo, podendo ser utilizados meios sélidos,
liquidos e o sistema bifasico (ALVES & PEREIRA, 1998; LEITE et al. 2003). A producao
de fungos em meios sélidos é a forma mais comum em uso, por ndo necessitar de
tecnologia sofisticada, além de permitir a producao direta de unidades infectivas. O
fungo é produzido na superficie do meio, dentro de diferentes recipientes conforme o
objetivo e escala de produgdo. Devido a sua simplicidade, esse método é usado em
varios paises para a producao artesanal e semi-industrial de Beauveria spp. €
Metarhizium spp., além de outros hifomicetos (ALVES & PEREIRA, 1998; LEITE et al.,
2003).

A producdo em meios liquidos caracteriza-se pela obtencdo de grandes
quantidades de biomassa em um pequeno espacgo fisico e em pouco tempo. As
principais dificuldades do processo estdo na obtencdo de meios de cultura adequados;
na determinacao de condi¢cGes favoraveis para o desenvolvimento e esporulagédo e na
prevencao de contaminacdes. Segundo JACKSON et al. (1996) e JACKSON (1997) a
producao tém sido cada vez mais utilizada para a produgdo de fungos em grande
escala, pois permitem um melhor controle das condig¢des fisicas e nutricionais exigidas

pelo organismo.



12

Na producao bifasica, obtém-se na fase inicial da produgdo em meio liquido uma
massa micelial onde o fungo recebe todos os nutrientes necessarios para o crescimento
e esporulagdo, numa segunda fase do processo essa massa € transferida para
substratos sélidos, para a obtencdo dos conidios (ALVES & PEREIRA, 1998). Este
método combina o beneficio da alta produgédo de biomassa obtida no cultivo em meios
liguidos, com a produgdo de conidios estaveis em meios soélidos (JENKINS &
GOETTEL, 1997). Esse sistema de produgdo tem sido utilizado pela companhia
Mycotech dos EUA para a producéo de B. bassiana (LEITE et al., 2003).
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE Bipolaris euphorbiae SOB O EFEITO DE
FATORES AMBIENTAIS E TOLERANCIA A RADIAGAO SOLAR E ULTRAVIOLETA

RESUMO - A determinagao das condi¢des ideais de cultivo e o conhecimento da
tolerdncia a radiagdo solar sdo aspectos importantes a serem investigados para a
utilizacdo de Bipolaris euphorbiae Muchovej & Carvalho como agente de controle
biolégico. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do pH (4, 5, 6, 7, 8, 9, e 10) inicial
do meio de cultivo, da temperatura (13, 16, 19, 22, 25, 28, 31 e 34°C) e do fotoperiodo
(0, 12, 24hs) para o crescimento, esporulacao e viabilidade de B. euphorbiae. Analisou-
se, também, a tolerancia dos conidios a luz emitida por simulador solar e radiacao
ultravioleta. Foi avaliado o crescimento radial das colénias, a produgédo de conidios por
unidade de area de col6nia e a germinacao de conidios em Ilamina de microscopia. A
esporulacdo e a viabilidade de B. euphorbiae nao foram influenciadas pelo pH do meio
de cultivo, mas o pH 4,0 reduziu o crescimento. As temperaturas de 22, 25 e 28°C
proporcionaram maior crescimento micelial enquanto, a esporulacéo e viabilidade foram
favorecidas pelas temperaturas de 22 e 16°C. O regime de iluminacdo teve efeito
apenas na esporulacdo que foi favorecida pela exposicéo do fungo a luz pelo periodo
de 12 horas. Conidios expostos a radiagdo solar e ultravioleta por oito horas e 90
minutos, respectivamente, apresentaram viabilidade maior que 92%, mostrando que o

fungo tem grande tolerancia a radiagao.

Palavras-chave: controle biolégico, fungo patogénico de planta daninha, iluminacao,

pH, temperatura.
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CHAPTER 2 - PERFORMANCE OF Bipolaris euphorbiae UNDER THE EFFECT OF
ENVIRONMENTAL FACTORS AND TOLERANCE TO SOLAR AND ULTRAVIOLET
RADIATION

SUMMARY - The determination of the adequate cultivate conditions and
knowledge of the tolerance to solar radiation are important aspects that must be
investigated for the use of Bipolaris euphorbiae Muchovej & Carvalho as an biological
control agent. The objective of this work was to evaluate the effects of different
cultivation medium initial pH values (4, 5, 6, 7, 8, 9 and 10), temperature (13, 16, 19, 22,
25, 28, 31 and 34°C) and photoperiod (0, 12, 24 hours) in the growth, sporulation and
viability of Bipolaris euphorbia. The tolerance of conidia to light emitted by solar
simulator and ultraviolet radiation was also analyzed. The radial growth of the colonies,
conidia production per colony area unit and germination of conidia in microscopic slide
were evaluated. Although, sporulation and viability of B. euphorbiae were not influenced
by the media pH value, growth decreased in media with pH 4. The temperatures of 22,
25 and 28°C promoted a superior growth, while sporulation and viability were privileged
by the temperatures of 22 and 16°C. The type of illumination only affected sporulation
that was favored by the exposure of the fungus to light for a period of 12 hours. Conidia
exposed to solar and ultraviolet radiation, for eight hours and 90 minutes, respectively,
presented more then 92% viability, demonstrating that the fungus has big tolerance to

radiation.

Keywords: biological control, weed pathogenic fungi, illumination, pH, temperature
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1. INTRODUCAO

Euphorbia heterophylla L., popularmente denominada de amendoim bravo ou
leiteiro, é pertence a familia Euphorbiaceae, sendo considerada a principal planta
daninha que infesta a cultura da soja na regidao sul do Brasil, onde foi selecionada pelo
uso intensivo de herbicidas (PITELLI, 1991). E uma planta daninha muito inoportuna
nas regides em que ocorre, devido a sua extraordindria capacidade de multiplicagéo,
rapido crescimento populacional e por competir vigorosamente com a soja em seu
estagio inicial de desenvolvimento.

O amendoim-bravo vem sendo controlado de modo insatisfatorio por diversos
métodos, incluindo herbicidas. O controle quimico é efetuado com o uso de herbicidas
inibidores da enzima acetolase sintetase (ALS), mas observa-se a ocorréncia de
biotipos resistentes a esses herbicidas (CHRISTOFFOLETTI et al.,, 1994). E.
heterophylla preenche os requisitos citados por CHARUDATTAN (1993) como uma
planta-alvo adequada aos programas de controle bioldégico por meio da técnica de
aplicacao de bioherbicidas em estratégia inundativa.

Segundo GAZZIERO & YORINORI (1993), varios patégenos infectam
naturalmente E. heterophylla no campo, como 0 virus do mosaico e os fungos
Uromyces euphorbia (Schwein.) Cooke & Peck, (1873), Alternaria sp., Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary e B. euphorbiae.

Dentre esses inimigos naturais, o fungo B. euphorbiae é o agente causal mais
freqiente em E. heterophylla no Brasil (BARRETO & EVANS, 1998) e tem sido relatado
como eficiente e promissor agente de controle biolégico desta planta daninha. E um
patdégeno especifico para E. heterophylla, com grande agressividade, facil multiplicacao
em laboratério e boa capacidade de esporulacdo, sendo considerado, portanto, um
candidato ideal para o desenvolvimento de bioherbicida a ser introduzido em programas
de manejo do amendoim-bravo. Entretanto, ha poucos estudos quanto a sua fisiologia,
como por exemplo, 0 conhecimento de suas exigéncias fisicas e nutricionais, que
permitam saber as condicdes favoraveis para o crescimento, esporulacao e viabilidade,
de modo a desenvolver meios de cultivo de simples composi¢cao e baixo custo que
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propiciem a sua producdo em larga escala, visando a aplicagdo em estratégia
inundativa.

Com relacao ao estudo das exigéncias nutricionais de B. euphorbiae, PENARIOL
et al. (2008) observaram maior crescimento e esporulagcdo do fungo usando amido e
nitrato de sodio como fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente, e fosfato de
potassio monobasico e fosfato de calcio como fonte de fésforo. A suplementagdo do
meio de cultivo com peptona e extrato de levedura incrementou o crescimento e a
esporulagdo, enquanto a adicdo de vitaminas favoreceu apenas a producdo de
conidios.

No que se refere as exigéncias fisicas, pelo trabalho de NECHET et al. (2006) foi
possivel verificar que B. euphorbiae cresceu e esporulou em ampla faixa de
temperatura, enquanto Bipolaris sorokiniana Sacc. in Sorok apresentou melhor
crescimento na faixa de 26 a 28°C. BARBOSA et al. (2002) observaram que a fitotoxina
produzida pela linhagem | de B. euphorbiae apresentou maior atividade no pH 6,0,
sendo que na faixa de pH entre 3 e 9 a atividade da toxina nao foi alterada. Segundo
GAZZIERO et al. (1989), os tubos germinativos dos conidios de B. euphorbiae
desenvolvidos na auséncia de iluminagao foram quatro a cinco vezes maiores do que
aqueles formados sob iluminagao continua.

Tendo em vista a importancia de se conhecer a influéncia de fatores fisicos no
cultivo de microrganismos, de modo a viabilizar a produgdo em larga escala, este
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes valores de pH, de temperaturas e
regimes de iluminagcdo no crescimento, na esporulacdo e na viabilidade de B.
euphorbiae, além de analisar a tolerancia dos conidios a luz solar e a radiacao

ultravioleta.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Fungo
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Foi utilizado o isolado FCAV#569 de Bipolaris euphorbiae, estocado em tubos de
ensaio contendo o0 meio de batata-dextrose-agar (BDA), mantidos em refrigerador a
4°C, no laboratério de Microbiologia do Departamento de Produgcdo Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Para a instalagdo dos ensaios, o fungo foi cultivado em placas de Petri contendo
o meio Minimo de Pontecorvo, cuja formulagdo descrita por AZEVEDO & COSTA
(1973) foi modificada por PENARIOL et al. (2008), ficando com a seguinte composic¢ao:
6,0g de NaNOgs; 1,52g de KH,POy4; 0,529 de MgSO,.7H.0O; 0,529 de KCI; 0,01g de
FeSO4; 0,01g de ZnSO4; 10g de amido; 2,0g de peptona, 159 de agar e 1000mL de
agua destilada. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave (121°C e 1kgf cm? de
pressdo) por 15 minutos e, em seguida, foi vertido em placas de Petri. Apdés a
solidificacdo do meio, fez-se a repicagem do patégeno e as culturas foram incubadas a
27 £ 0,5°C, no escuro, por oito dias. Culturas assim rejuvenescidas serviram de indculo
para a realizagao dos ensaios.

Trés ensaios foram realizados para avaliar o crescimento, a esporulacao e a

viabilidade do fungo em relagéo aos fatores ambientais de cultivo.
2.2. Efeito do pH do meio de cultura

Neste ensaio o fungo foi cultivado em meio com diferentes valores iniciais de pH.
Foram preparados e autoclavados os meios liquido e semi-solido a base de meio
minimo de Pontecorvo modificado. O meio liquido foi utilizado como testemunha, para
estabelecer, com o0 auxilio de um potenciémetro, as quantidades de HCIl ou NaOH,
necessarias para se obter os pHs 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. No meio de cultura semi-sélido
autoclavado, adicionou-se, com o auxilio de uma pipeta esterilizada, quantidades
suficientes de uma solugéo 1 ou 3,0 N de NaOH ou HCI (ambos esterilizados em vapor
fluente), para estabelecer estes valores de pH.

O cultivo do fungo foi realizado em placas de Petri de 90mm de diametro,
contendo 20mL de meio minimo com os valores determinados de pH. As placas foram
mantidas em estufa a 27 £ 0,5°C por 24 horas, para a secagem da superficie do meio



27

de cultura, evitando que a umidade excessiva pudesse espalhar propagulos do fungo,
assim que o mesmo fosse repicado. Posteriormente, discos de 5mm de diametro,
contendo micélio e esporos de coldnias jovens do fungo, foram transferidos com o
auxilio de uma alca de niquel-cromo estéril para o centro de cada placa. Apds a
repicagem, as culturas foram mantidas em estufa a 27 + 0,5°C, por oito dias, na

auséncia de luz.

2.3. Efeito da temperatura

Foi avaliado a influéncia das temperaturas de 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31 e 34°C
no desenvolvimento do fungo. Colénias de B. euphorbiae foram repicadas para placas
de Petri de 90mm de didmetro, contendo 20mL de meio minimo modificado, ajustado
com o pH 6, que proporcionou 0 melhor desempenho do fungo no ensaio anterior. Em
seguida, as culturas em grupo de cinco, foram incubadas em estufa previamente aferida

com as temperaturas ensaiadas, por oito dias, no escuro.

2.4. Efeito da iluminacao

No terceiro ensaio, avaliou-se a influéncia da auséncia de iluminacao e dos
regimes de iluminacao continua (fotoperiodo de 24h) e alternada (fotoperiodo de 12 h).
Para a realizagdo deste ensaio, as placas foram preparadas e o fungo repicado como
descrito no segundo ensaio. No regime de iluminagdo continua as culturas fungicas
foram submetidas a iluminacao diaria por 24 horas, por trés lampadas fluorescentes (luz
do dia) de 20W existentes em uma estufa com temperatura ajustada para 25°C,
temperatura esta que proporcionou 0 melhor desempenho do fungo no ensaio anterior.
Na auséncia de iluminacdo, as placas de anadlise foram mantidas nas mesmas
condicdes, mas envolvidas por papel aluminio e cobertas por pano preto durante todo o
ensaio. No regime de iluminacédo alternada, as placas de analise foram envolvidas

durante 12 horas em papel aluminio e cobertas por pano preto e, nas 12 horas
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subseqlientes, foram mantidas sob a condicdo de iluminagdo continua. As culturas

foram incubadas por oito dias.
2.5. Exposicao a radiacao solar e ultavioleta

Analisou-se, ainda, a tolerancia dos conidios do fungo a radiacao incidente de
um simulador solar e de uma lampada ultravioleta, em dois experimentos separados.
No primeiro caso utilizou-se um simulador solar Oriel®, modelo 68.820, Strafford, CT,
USA, cuja poténcia total irradiada era de aproximadamente 1.000 W.m?, na faixa
espectral de 250 — 1150 nm. A partir de medicdes diretas, utilizando-se um radiémetro
modelo 70.260, Strafford, CT, U.S.A, foi determinada uma intensidade de 11,20 W m™
no local de exposicdo das amostras, na faixa espectral de 250-370 nm. Colbnias jovens
do fungo cultivadas a 25°C por oito dias em meio minimo modificado, com pH 6, foram
usadas na obtencao de suspensdes ajustadas para 1x10° conidios mL™. Com o auxilio
de pipeta esterilizada colocou-se 5mL dessas suspensdes em placas de Petri de 60mm
de didmetro. Essas placas, em grupo de trés (repeticoes), foram submetidas a luz do
simulador por periodos de 1, 2, 3, 4, 6 e 8 horas, enquanto outras nao foram
submetidas & irradiacdo (placas controle). Durante a irradiagdo, as placas de analise
ficaram dispostas dentro de outra placa de Petri de 150 mm de didmetro, que continha
gelo, para evitar aquecimento pela radiacdo infravermelha. A distancia entre a
suspenséo irradiada e a luz proveniente do simulador solar foi de 17 cm. A irradiacao foi
realizada em temperatura ambiente (26 a 28°C).

O ensaio utilizando-se a lampada ultravioleta (U.V.) foi realizado em camara
asséptica. Placas de Petri de 60 mm de diametro contendo 5 mL das suspensdes de
conidios obtidas como no ensaio anterior foram submetidas a uma lampada germicida
Toshiba de 30W. Essas placas, em grupo de trés (repetices), foram submetidas a
exposigao por 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 240 e 360 minutos, enquanto, outras
placas nado foram submetidas a irradiacdo (placas controle). A distancia entre a
suspensao irradiada e a lampada foi de 17 cm. A poténcia total das ondas, irradiadas na
faixa espectral de 250-370 nm, foi avaliada utilizando-se 0 mesmo radiémetro, modelo
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70.260, Strafford, CT, USA, que registrou, neste caso, uma intensidade de 3,7 W m?no
local de exposicdo das amostras. O experimento foi conduzido em temperatura
ambiente (28 £ 1°C).

2.6. Avaliacao

Em todos os ensaios, com excec¢do do ensaio de radiagao solar e ultravioleta, foi
avaliado o crescimento radial das colénias de B. euphorbiae, medindo-se a cada dois
dias, durante oito dias, com o auxilio de uma régua milimétrica, dois eixos ortogonais
previamente marcados na face externa de cada placa de Petri. Apdés o 8° dia toda a
superficie de cada colbnia foi cuidadosamente raspada com espéatula e o conteudo
transferido individualmente para tubo de ensaio contendo 10mL de uma mistura (1:1) de
solucdo salina (NaCl a 0,89%, p/v) e Tween 80° (0,1%, v/v). Apds vigorosa agitagdo em
agitador elétrico de tubos, os esporos contidos na suspensao obtida foram quantificados
em camara de Neubauer. Para a realizacdo da contagem nao foi realizada diluicdo da
suspensao. Calculou-se a producao de conidios por milimetro quadrado de cada
colénia.

A avaliacdo da viabilidade foi realizada em todos os ensaios utilizando-se
suspensdes com concentragdo de 1 x 10° conidios mL™", obtidas de col6nias jovens do
fungo. O teste de viabilidade foi realizado em Iaminas de microscopia, cuja assepsia foi
feita com éalcool 70%. Apds demarcacao 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 colocaram-se dois palitos paralelamente dispostos na posicao
horizontal.

Para analisar o efeito do pH na viabilidade de conidios de B. euphorbiae, a
superficie de cada lamina foi recoberta com 5mL de meio minimo modificado com os
respectivos valores de pH, e em seguida, colocou-se em cada campo uma gota
(aproximadamente 0,05 mL) da suspensdo de conidios. As placas foram
acondicionadas em estufa a 27 + 0,5°C no escuro. Apos 7 horas (tempo determinado
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em pré-ensaio) o processo de germinacao foi interrompido, pingando-se uma gota de
corante azul de algodao em cada campo. Foram preparadas quatro laminas, para cada
valor de pH e, contou-se 150 conidios por campo, entre germinados e ndo germinados,
obtendo-se a porcentagem dos que germinaram. Foram considerados germinados os
conidios cujo tubo germinativo era igual ou maior que seu comprimento.

Para analisar o efeito da temperatura e do regime de iluminacao na viabilidade
de conidios do fungo, a superficie de cada lamina foi recoberta com 5mL de meio
minimo modificado, com pH de 6,0. Ap6s a adicdo da suspensado de conidios, as
preparagdes foram submetidas as condicbes de temperatura ou iluminagdo como
descrito para 0s ensaios anteriores. A avaliacdo da viabilidade seguiu 0 mesmo
procedimento para o ensaio do pH. O teste ndo foi realizado para o regime de
iluminagdo com fotoperiodo de 12 horas, pois a germinagao dos conidios foi avaliada
apoés sete horas de incubacao.

Para analisar o efeito da radiagdo solar e ultravioleta na viabilidade dos conidios,
apds a exposicao procedeu-se avaliagdo como ja descrito, usando meio minimo
modificado com pH 6.

2.7. Analise estatistica

Os dados de crescimento foram analisados segundo o delineamento em parcelas
subdividida no tempo com 5 repeticbes, sendo cada placa considerada como uma
parcela experimental. Os valores médios foram comparados pelo teste de Tukey
(p>0,05). Nos experimentos de pH e temperatura foi também feita uma andlise de
regressao polinomial. Os dados referentes a esporulacao e viabilidade foram analisados
segundo o delineamento inteiramente casualizado, com 5 e 4 repeticoes,
respectivamente. Os dados de esporulacédo foram transformados em log (x+5) e os de
viabilidade em arc seno. Ambos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para a
execucao das andlises foi utilizado o programa ESTAT (Departamento de Ciéncias
Exatas, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, SP, Brasil) Versao 2.0.
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3. RESULTADOS
3.1. Efeito do pH do meio de cultura

O pH do meio de cultivo teve pouca influéncia no crescimento do fungo (Tabela
1), pois apenas no pH 4,0 verificou-se reducdo significativa do crescimento apos oito
dias de cultivo. O maior crescimento micelial do fungo ocorreu na faixa de pH situada
entre 7 e 8 (Figura 1 do Apéndice), mas mesmo no valor de pH 9,0, considerado critico
ao desenvolvimento de fungos (MONTEIRO et al., 2004), B. euphorbiae apresentou
grande crescimento.

Do mesmo modo, a esporulagédo e a viabilidade ndo foram afetadas pelo pH do
meio, embora o pH 6 possa ser destacado por proporcionar o maior valor de
esporulacdo (3,8 x 10" conidios mm™) e viabilidade dos conidios (99,7%) (Tabela 2).

Tabela 1. Crescimento (mm) de Bipolaris euphorbiae durante 8 dias de cultivo a 27°C e
auséncia de iluminacdo, em meio de cultura com diferentes valores iniciais de pH.

Valor de pH Tempo de cultivo (dias) Teste F
2 4 6 8
4 19,00 Db 34,00 Cc 46,80 Bd 59,20 Ab 294,48**
5 26,40 Da 61,40 Ca 84,60 Bab 91,40 Aa 852,23**
6 25,00 Da 66,20 Ca 87,00 Ba 91,60 Aa 914,50**
7 25,20 Ca 65,20 Ba 89,00 Aa 92,40 Aa 949,86
8 24,80 Da 52,60 Cb 80,00 Bbc 89,60 Aa 844,73**
9 23,80 Dab 55,20 Cb 84,00 Bab 91,00 Aa 931,84**
10 21,80 Dab 53,40 Cb 78,60 Bc 91,00 Aa 926,07**
Teste F 4,48** 84,33** 147,54** 103,31**

Erro padrdao da média = £ 1,0. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, ou
minudscula na coluna, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
**Significativo a 1% de probabilidade.
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Tabela 2. Esporulagédo e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae
cultivado a 27°C em meio com diferentes valores iniciais de pH.

Valor de Producao de conidios Viabilidade

pH (n°x 10" mm?®? (%) °

4 1,7A 99,2 A

5 35A 99,5 A

6 3,8A 99,7 A

7 25A 99,4 A

8 2,7A 99,5 A

9 22A 99,6 A

10 2,3A 99,4 A

Teste F 1,28"° 0,78 \°
C.V. (%) 18,06 1,45
DMS (Tukey) 1,2 2,87
EPM 0,27 0,62

aby/alores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados
em log (x+5) e arc sen, para produgcdo de conidios e viabilidade,

respectivamente. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. N.S.= Nao
significativo. C.V = Coeficiente de variacdo. D.M.S. = Diferenca minima
significativa. E.P.M= Erro padrdo da média.

3.2. Efeito da temperatura

O maior crescimento de B. euphorbiae ocorreu na faixa de temperatura situada
entre 22 e 28°C (Tabela 3), sendo que a temperatura média étima calculada
considerando-se os varios dias de avaliagao foi de 24,3°C (Figura 2 do Apéndice).

Nao houve diferencga significativa do crescimento nas temperaturas de 19 e 31°C,
e a 13 e 34°C o crescimento do fungo foi significativamente menor (p>0,01) ja a partir
do segundo dia de incubacéao (Tabela 3).



Tabela 3. Crescimento (mm) de Bipolaris euphorbiae apds 8 dias de cultivo em meio minimo,

sob diferentes valores de temperatura e em auséncia de iluminagao.
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Temperatura Tempo de cultivo (dias) Teste F
(°C) 2 4 6 8
13 9,00 Db 16,80 Ce 24,60 Be 32,20 Ad 97,39**
16 13,00 Dab 26,20 Cd 41,80 Bd 54,40 Ac 318,23**
19 15,00 Dab 35,80 Cc 57,80 Bc 75,40 Ab 672,59**
22 19,00 Da 41,80 Cc 65,20 Bb 89,00 Aa 885,68**
25 18,80 Da 51,80 Cb 83,60 Ba 92,20 Aa 1088,64**
28 18,60 Da 58,80 Ca 87,00 Ba 91,00 Aa 1087,94**
31 14,40 Dab 38,80 Cc 60,80 Bbc 78,80 Ab 756,24**
34 13,00 Cab 16,20 Ce 21,60 Be 26,20 Ad 33,23**

Teste F 5,78** 109,99 277,10** 325,74

Erro padrao da média = 1,0. Meio minimo de Pontecorvo et al. (1953), tendo amido como fonte de

carbono. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha, ou mindscula na coluna, ndo

diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.** Significativo a 1% de

probabilidade.

A esporulagdo de B. euphorbiae obtida na temperatura de 22°C (9,7 x 10

conidios mm™), foi significativamente maior do que a observada nas temperaturas de 13
e 19°C, mas nao diferiu estatisticamente das ocorridas nas temperaturas de 16, 25, 28,
31 e 34°C, embora tenha sido trés vezes maior que a encontrada a 34°C (Tabela 4).

Vale destacar a producao de conidios obtida na temperatura de 16°C, cujo valor (9,3 x

10" conidios mm®) é muito proximo ao verificado a 22°C. Ndo houve influéncia da
temperatura na viabilidade de B. euphorbiae, com valores de germinagdo de conidios

que variaram de 97 a 99%, exceto na temperatura de 13°C onde a germinagédo de

conidios do fungo foi de 95% (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito da temperatura na esporulagédo e viabilidade dos conidios

de Bipolaris euphorbiae.

Temperatura Producgao de conidios Viabilidade
(°C) (n°x 10" mm?? (%) °
13°C 1,8C 95,0B
16°C 9,3 AB 99,6 A
19°C 2,8 BC 99,6 A
22°C 9,7A 99,8 A
25°C 7,1 AB 97,8 AB
28°C 7,1 AB 97,6 AB
31°C 5,6 AB 99,0 AB
34°C 3,2 ABC 98,8 AB

Teste F 5,01* 3,86**
C.V. (%) 13,98 3,78

DMS (Tukey) 1,13 7,41

EPM 0,25 1,6

2bValores originais, mas andlise estatistica realizada com dados transformados
em log (x+5) e arc sen, para produgao de conidios e viabilidade,respectivamente
Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.**Significativo a 1% de probabilidade
C.V.= Coeficiente de variagdo. D.M.S.= Diferenga minima significativa.

E.P.M.= Erro padrao da média.

3.3. Efeito da iluminacao

A luz ndo afetou o crescimento de B. euphorbiae, pois a partir do 6° dia de
incubacdo nado houve diferenga no crescimento do fungo em fungédo dos diferentes
regimes de iluminagéo (Tabela 5). O maior valor de esporulagdo ocorreu no fotoperiodo
de 12h apesar de nao ter diferido significativamente do encontrado no regime de
auséncia de iluminagéao (Tabela 6). Merece destaque o fato da iluminagdo continua ter
proporcionado a menor esporulacdo do fungo. A viabilidade dos conidios nao foi

afetada pelos regimes de iluminagéo.
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Tabela 5. Crescimento (mm) de Bipolaris euphorbiae apés 8 dias de cultivo em meio minimo a

25°C, sob diferentes regimes de iluminagéo.

Regime de iluminagéo Tempo de cultivo (dias) Teste F
2 4 6 8
lluminagao continua 32,00 Db 59,00 Cb 81,60 Ba 89,80 Aa 805,66

Auséncia de iluminagao 36,00 Da 67,60 Ca 85,00 Ba 90,80 Aa 727,72
Fotoperiodo de 12 horas 37,80 Da 65,60 Ca 82,40 Ba 89,60 Aa 635,53**
Teste F 7,88 18,11~ 2,83NS 0,37NS

Erro padrdao da média = 0,9. Meio minimo de Pontecorvo et al. (1953), tendo amido como fonte

de carbono. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, ou mindscula na coluna, nao
diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.** Significativo a 1% de
probabilidade. NS Nao significativo.

Tabela 6. Esporulagdo e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae
incubados sob diferentes regimes de iluminagéo, em temperatura de 25°C.

Regime de Producgao de conidios Viabilidade

iluminago (n°x 10" mm?®)? (%) °
lluminagao continua 3,0B 99,9 A
Auséncia de iluminagéo 5,2 AB 99,7 A

Fotoperiodo de 12 h 10,0 A -
Teste F 4,07 2,55"

C.V (%) 15,98 1,56

DMS 1,07 2,37

EPM 0,28 0,7

by alores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados
em log (x+5) e arc sen, para produgéo de conidios e viabilidade,respectivamente
Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.**Significativo a 5% de probabilidade.
N.S.= Nao significativo. C.V. = Coeficiente de variacdo. D.M.S. = Diferenca
minima significativa. E.P.M.= Erro padréo da média.

3.4. Exposicao a radiagao solar e ultravioleta

O tempo de exposicao dos conidios a radiacao emitida pelo simulador solar nao
afetou a viabilidade do fungo, que manteve valores de germinacdo maiores que 99%,
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exceto apods seis horas de exposicdo, cuja viabilidade diferiu significativamente do

controle (Tabela 7). Contudo, mesmo para este tempo de exposigao a viabilidade obtida

(98,5%) é bastante grande e pode ser atribuida a variagdo natural existente na espécie.

Tabela 7. Viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae

submetidos a radiacdao emitida por

simulador solar em

diferentes tempos de exposi¢ao e incubados a 25°C.

Tempo de Viabilidade®
exposicao (h) (%)
0 99,6 A
1 99,2 AB
2 99,0 AB
3 99,5 A
4 99,0 AB
6 98,5B
8 99,0 AB
Teste F 3,79*
C.V. (%) 1,15
DMS (Tukey) 2,71
EPM 0,56

®Valores originais, mas anélise estatistica realizada com dados

transformados em arc sen. Médias seguidas pela mesma letra

maiulscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. *Significativo a

de probabilidade.

C.V. = Coeficiente de variagdo. D.M.S.= Diferenca minima

significativa. E.P.M.= Erro padrdao da média.

Observou-se uma redugcdao acentuada na viabilidade dos conidios de

B.

euphorbiae expostos a radiacdo ultravioleta somente a partir de 120 minutos de

exposicao (viabilidade menor que 90%), sendo que uma redugao de 79,3% sé ocorreu

apds 360 minutos de exposicao. A maior viabilidade dos conidios ocorreu apos 2, 3, 5 e

10 minutos de exposicdo e nao diferiu da observada no controle (sem exposi¢cao)

(Tabela 8).
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Tabela 8. Viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae

submetidos a radiagdo emitida por lampada de Iluz
ultravioleta germicida em diferentes tempos de exposicdo e
incubados a 25°C.

Tempo de Viabilidade®
exposicao (min) (%)
0 99,6 A
1 96,7 BC
2 97,3 AB
3 97,4 AB
5 97,7 AB
10 97,6 AB
20 96,6 BC
40 96,8 BC
60 93,6 BC
90 92,2C
120 84,0D
240 294 E
360 20,3 E
Teste F 234,27**
C.V. (%) 3,02
DMS (Tukey) 6,38
EPM 1,2

®Valores originais, mas andlise estatistica realizada com dados
transformados em arc sen. Médias seguidas pela mesma letra
mailscula, ndo diferem entre sipelo teste de Tukey a5 % de
probabilidade. **Significativo a 1% de probabilidade
C.V.= Coeficiente de variagdo. D.M.S.= Diferenga minima

significativa. E.P.M. = Erro padrdao da média.

4. DISCUSSAO

O crescimento e muitos processos da vida de um fungo podem ser afetados pela
concentracao de ions de hidrogénio do meio de cultivo (CARLILE & WATKINSON,

1994). Neste trabalho, verificou-se que o pH inicial do meio de cultivo ndo afetou o
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crescimento, a esporulacdo e a viabilidade de B. euphorbiae, mostrando que o fungo
tem ampla tolerancia a variagao do pH do meio de cultura, exceto no pH mais acido. Os
resultados indicaram que a faixa de pH ideal para o cultivo do fungo situa-se entre 6,0 e
7,0. Segundo BARBOSA et al. (2002) o pH 6 promoveu uma maior atividade da
fitotoxina produzida pela linhagem | de B. euphorbiae.

Muitos fungos tém habilidade de crescer e esporular em uma ampla faixa de pH.
O melhor crescimento de Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. e Paecilomyces farinosus (=Isaria farinosa) (Holmsk) Fr. foi obtido na
faixa de pH situada entre 5,0 e 8,0 (HALLSWORTH & MAGAN, 1996). O desempenho
dos isolados JAB 02 e JAB 45 de Verticillium lecanii [=Lecanicillium lecanii
(Zimmerman) Zare & Gams] nao foi afetado pelo pH inicial do meio de cultivo, mas
houve uma reducao do crescimento no pH 4,0 (MONTEIRO et al., 2004), resultado igual
ao obtido com B. euphorbiae neste trabalho. O crescimento e a germinag¢ao de conidios
de Phoma exigua Sacc. (1879) ndo foram afetados pelo pH do meio de cultivo na faixa
entre 5 e 10 (ZHAO & SHAMOUN, 2006). De acordo com YANG et al. (2008) o pH 7
favoreceu o crescimento e a esporulacdo do isolado MA4 de M. anisopliae, enquanto
que para o isolado MAIm o mesmo ocorreu no pH 9.

De acordo com CARLILE & WATKINSON (1994) os fungos, assim como outros
microorganismos, sao0 capazes de sobreviver em uma ampla faixa de temperatura. Os
resultados deste trabalho sugerem que a faixa térmica mais favoravel para o
desenvolvimento de B. euphorbiae situa-se entre 22 e 28°C. A analise ndo acusou
diferenca no desempenho do fungo quando cultivado nesta faixa de temperatura, mas o
maior valor numérico de crescimento foi obtido a 25°C, sendo que para a esporulacao e
viabilidade isto ocorreu na temperatura de 22°C, mostrando que a temperatura étima
para a producao de esporos e para o crescimento podem ser muito préximas, mas nao
necessariamente as mesmas.

Segundo NECHET et al. (2006), o isolado KLNO5 de B. euphorbiae cresceu em
temperaturas variando entre 10 e 30°C, com valor étimo em 25°C, resultado
semelhante ao obtido neste trabalho e a melhor germinacao de conidios ocorreu no
intervalo entre 20 e 30°C. A taxa de crescimento de B. sorokiniana foi maior na faixa de
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temperatura de 26 a 28°C, que justifica o fato do fungo apresentar maior importancia
como patégeno da cultura de trigo quando este é cultivado em regides de clima
subtropical (PRATES & FERNANDES, 2000). A melhor germinacéo dos conidios de B.
bassiana e M. anisopliae situa-se na faixa de 20 a 35°C (ISKANDAROV et al., 2006) e a
temperatura 6tima para o crescimento de Paecilomyces lilacinus (Thom.) Samsom esta
entre 24 e 30°C, enquanto que para a germinagao de conidios situa-se entre 28 e 30°C
(KIEWNICK, 20086).

Para a maioria dos organismos a luz, assim como a temperatura, é um fator
ambiental que regula o desenvolvimento e os processos fisiolégicos (BABITHA et al.,
2008). O crescimento das varias espécies de fungos parece ser diferentemente afetado
pela luz. A auséncia de iluminacdo favoreceu o crescimento de B. bassiana, M.
anisopliae e Paecilomyces marquandii (Massee) Hughes (MONTEIRO, 1988), e de V.
lecanii (MONTEIRO et al., 2004), enquanto que o melhor crescimento de Metarhizium
flavoviride (Gams and Rozsypal) (ONOFRE et al., 2001) ocorreu na presenca de
iluminagao continua. Estudando iguais regimes de luz para obter o melhor crescimento
do fungo entomopatogénico S. insectorum (Hoog & Evans), LOUREIRO et al. (2002)
verificaram que ndo houve efeito da luz sobre o crescimento vegetativo do fungo. Neste
estudo o crescimento de B. euphorbiae também nao foi influenciado pela iluminagao.

De acordo com CARLILE & WATKINSON (1994) a esporulacédo de muitos fungos
¢ favorecida pela alternancia entre periodos de presengca e auséncia de luz. Tal
afirmacéao foi corroborada pelo resultado deste estudo, pois a maior esporulagao de B.
euphorbiae ocorreu no fotoperiodo de 12 h, embora nao tenha diferido da obtida na
auséncia de iluminagdo. Segundo LILLY & BARNETT (1951), a alternéancia de
luminosidade favorece determinadas reagcbes que ocorrem somente na presencga ou
auséncia de luz.

A produgdo de conidios de B. bassiana foi cerca de 1,6 a 2,4 vezes maior no
regime de luz alternada do que a obtida sob os outros regimes de iluminacao (NAHAS &
ARALI, 1987). MONTEIRO (1988) observou que a produgao de esporos de B. bassiana e

M. anisopliae foi maior no regime de luz alternada, semelhante ao observado para B.
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euphorbiae. A utilizagao alternada de 12 horas de luz e 12 horas de escuro mostrou-se
a mais adequada para a producao de S. insectorum (LOUREIRO et al., 2002).

Para outros fungos o efeito da iluminacao é bastante distinto. A esporulagdo de
P. exigua foi significativamente maior na presenca de iluminacao continua (ZHAO &
SHAMOUN, 2006), resultado semelhante ao verificado para M. flavoviride (ONOFRE et
al., 2001). No entanto B. euphorbiae apresentou a menor producao de conidios, sob o
efeito de iluminagao continua.

Segundo GAZZIERO et al. (1989) os esporos de B. euphorbiae mantidos
somente no escuro apresentaram maior germinagdo do que os esporos mantidos sob
duas condi¢des: a) iluminacdo por duas horas e escuro nas horas subsequentes, b)
auséncia de iluminagao por duas horas e exposicao a luz nas horas subseqientes. Os
resultados obtidos por estes autores diferem do observado neste estudo, onde o regime
de iluminacdo ndo afetou a viabilidade dos conidios de B. euphorbiae, mas esta
diferenca certamente esta relacionada com a composicdo do meio de cultura, pois os
autores utilizaram o meio agar-agar, enquanto que neste ensaio foi utilizado o meio
minimo modificado, e com a metodologia ou tempo de exposicao a iluminagao.

Segundo BRAGA et al. (2006) a radiacao solar € um dos principais fatores
ambientais que compromete a eficiéncia de fungos como agente de controle de insetos.
A radiacao ultravioleta tem um papel importante na reducéo da viabilidade e até mesmo
na morte de muitos esporos. Ela é facilmente absorvida pelos acidos nucléicos
causando mutacoes génica e letal (CARLILE & WATKINSON, 1994).

A viabilidade dos conidios de B. bassiana, M. flavoviride e M. anisopliae diminuiu
acentuadamente com o aumento do tempo de exposi¢ao a radiacao U.V. incidente de
simulador solar (MORLEY et al., 1996). CAGAN & SVERCEL (2001) observaram uma
reducao significativa no crescimento de B. bassiana a partir de 30 minutos de exposi¢ao
a radiacao U.V. e a reducao de 99,4% na viabilidade de conidios de B. bassiana
mantidos em suspensao aquosa ocorreu apds 60 min de exposicao (INGLIS et al.
1995). A exposicao direta a radiagao solar por apenas 4 horas inativou totalmente os
conidios das linhagens ARSEF 23 e ARSEF 25 de M. anisopliae (BRAGA et al., 2001).
FERNANDES et al. (2007) observaram uma consideravel reducao na germinagcao de
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conidios do isolado Bb 19 de B. bassiana apés 2 horas de exposicao a radiagdao UV-B.
Os resultados obtidos neste trabalho diferem do verificado por estes autores, pois B.
euphorbiae apresentou viabilidade maior que 92% mesmo apds 8 horas de exposicao a
radiagédo solar e 90 minutos de exposi¢ao a radiacdo U.V. A toleréncia apresentada por
B. euphorbiae a radiagdo solar e ultravioleta pode estar relacionada com a coloracéao
escura das paredes de seus esporos, pois, segundo WANG & CASADEVALL (1994) e
BRAGA et al. (2002), a pigmentacao pode influenciar na tolerdncia de leveduras e
fungos filamentosos a radiacdo. BRAGA et al. (2006) estudaram a importancia da
pigmentacdo de conidios de M. anisopliae na tolerancia a radiagao solar e verificaram
que os conidios com pigmentacao verde escuro foram mais tolerantes.

Pigmentos tais como melaninas e carotendides tém sido identificados e
estudados em outras espécies de fungos (LANGFELDER et al., 2003). Melaninas, que
sao pigmentos pretos ou marrons escuro, estdo amplamente dispersos nas células e
tém um papel de protecdo contra a radiacdo UV e outros fatores tais como os
oxidantes, calor e agentes microbianos (CARLILE & WATKINSON, 1994).

Quando os conidios sao aplicados sobre a planta, ficam expostos a radiacao
solar que pode causar severos danos, inclusive, a sua morte, e a sensibilidade a
radiagdo limita a utilizacdo do patégeno no campo (FRANCISCO et al., 2008). A
tolerancia de B. euphorbiae a radiacdo é uma caracteristica que favorece muito a sua
utilizacdo como agente de controle biolégico, pois permite uma maior persisténcia apds
ser aplicado no campo, contribuindo bastante para aumentar a eficiéncia do fungo no

controle da planta daninha.

5. CONCLUSOES

1. O desempenho de B. euphorbiae é pouco afetado pelo pH inicial do meio de cultivo.

2. A temperatura afeta o desenvolvimento do fungo, sendo o crescimento o parametro
mais afetado.
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3. O regime de iluminacdo afeta a esporulacédo B. euphorbiae., que é favorecida pela

alternancia de luminosidade.

4. B. euphorbiae é tolerante a radiagao solar e ultravioleta.
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CAPITULO 3 — PRODUCAO DE Bipolaris euphorbiae EM MEIOS LiQUIDOS,
SOLIDOS E EM SISTEMA BIFASICO DE CULTIVO

RESUMO - Bipolaris euphorbiae é um potencial agente de controle bioldgico de
Euphorbia heterophylla e para sua utilizacdo em campo é necessario a producao de
grandes quantidades de conidios. Este trabalho teve por objetivo avaliar a producao de
B. euphorbiae em meios de cultura liquido, preparados a partir de residuos ou
subprodutos da agroindustria, avaliar diferentes misturas de substratos sélidos, obtidos
de graos e derivados e finalmente a combinacdo de meios liquidos e sélidos para a
producao de B. euphorbiae pelo sistema bifasico de cultivo. Como substratos liquidos,
foram utilizados diferentes concentracées de vinhagca, melago e leite de levedura da
industria da cana-de-acUcar, soro de queijo, 4gua da prensa da mandioca e milhocina®.
Como substratos sélidos, misturaram-se, em diferentes proporcdes, sorgo em grao,
casca de soja e quirela de trigo. Para todos os ensaios avaliou-se a producao e
viabilidade de conidios, além da biomassa micelial nos meios liquidos. Na producao
bifasica foram utilizados como meios liquidos 0 melago da cana-de-agucar € o leite de
levedura. Os meios sélidos foram compostos pelas misturas de sorgo em grao com
casca de soja e com quirela de trigo, e casca de soja com quirela de trigo. Avaliou-se a
esporulacdo e a viabilidade de conidios. Pelos resultados obtidos, verificou-se que o
meio liquido preparado a partir de melago de cana-de-agucar proporcionou maior
esporulacdo (2,30 x 10° conidios mL de meio™), viabilidade dos conidios (99,7%) e
formagdo de biomassa micelial do fungo (1,26 g 100 mL de meio™). A producédo de
conidios obtida nas misturas sélidas (10’ conidios g de meio™) foi acentuadamente
maior do que a verificada nos meios liquidos (10* conidios mL de meio™), destacando-
se as misturas entre sorgo em grao e casca de soja (40: 60%), sorgo em grao e quirela
de trigo (80: 20%) e casca de soja e quirela de trigo (40: 60%) que produziram,

respectivamente, 2,30, 1,70 e 1,50 x 10’ conidios g meio

. O cultivo do fungo em
sistema bifasico ndo promoveu um aumento significativo na producéo de conidios de B.
euphorbiae mantendo-se da ordem de 10’ conidios g meio™. A viabilidade de B.

euphorbiae nao foi afetada pelo preparo e composi¢do nutricional dos meios sélidos e
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das combinacdes bifasicas, obtendo-se valor maior que 99,7% em todos os meios
sélidos e combinacgdes bifasicas.

Palavras-chave: controle biolégico, controle de plantas daninhas, producao de fungos,

substratos naturais, biomassa micelial, esporulacdo, viabilidade.
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CHAPTER 3 - PRODUCTION OF Bipolaris euphorbiae IN LIQUID AND SOLID
MEDIA, AND TWO-PHASE CULTIVATE SYSTEM

SUMMARY - Bipolaris euphorbiae is a potential biological control agent of
Euphorbia heterophylla. For its use in field conditions, it is necessary the produce large
quantities of conidia. The present work had the objective of evaluating the production of
B. euphorbiae in liquid media based of agroindustrial residual or byproducts, evaluating
different mixtures of solid substracts obtained of grains and derivates and, also, combine
liquid and solid media for the production of B. euphorbiae by a two-phase system. As
liquid substracts were used, in different concentration, vinasse, sugar cane molasses
and yeast cream, cheese whey, water of cassava bran and milhocina®. As solid
substracts were mixed, in different proportions, sorghum grains, soybean hulls and
cracked wheat. For all experiments conidia production and viability were evaluated, as
well as micelial biomass in the liquid media. In the two-phase system were used, as
liquid media, the sugar cane molasses and yeast cream. The solid media were
composed by the mixtures of sorghum grains with soybean hulls and with cracked
wheat, and soybean hulls with cracked wheat. Conidia sporulation and viability was
evaluated. The liquid media of sugar cane molasses proportionated higher sporulation
(23,0 x 10* conidia mL medium™), conidia viability (99,7%) and formation of fungus
micelial biomass (1,26 g 100 mL medium™). The conidia production obtained in the solid
mixtures (107 con. g medium™) was substantially higher then observed in liquid media
(10* con. g medium™), distinguishing the mixtures of sorghum grains with soybean hulls
(40:60%), sorghum grains with cracked wheat (80:20%) and soybean hulls with cracked
wheat (40:60%) that produced, respectively, 2,30, 1,70 and 1,50 x 10’ con. g medium™.
The cultivation of the fungus in two-phase system did not promote a significant increase
in B. euphorbiae conidia production, maintaining it’s self in the range of 107 con. g
medium™. B. euphorbiae viability was not affected by preparation and nutritional
composition of the solid media and of the two-phase combinations, obtaining superior
value then 99,7% in all solid media and two-phase combinations.
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micelial biomass, sporulation, viability.
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1- INTRODUGAO

Euphorbia heterophylla infesta principalmente a cultura da soja e seu controle
tem sido realizado por meio de herbicidas. Contudo o uso continuado da combinagéo de
trifluralin € metribuzin na cultura proporcionou a selecdo de plantas resistentes na
regiao sul do Brasil (VIDAL & FLECK 1997; MARCHIORI et al., 2001). Apesar de toda a
tecnologia de controle quimico aplicado, essa espécie persiste e mantém elevadas
densidades em lavouras de soja no sul e centro-oeste brasileiro.

O emprego de bioherbicidas, entre os quais o fungo Bipolaris euphorbiae
Muchovej & Carvalho, tem sido sugerido como estratégia para o controle biolégico de E.
heterophylla. O fungo € um patégeno 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).

Para a utilizacdo de bioherbicidas na estratégia inundativa € necessario que
ocorra a producao de grandes quantidades de propagulos infecciosos, uma vez que
grandes areas serdo tratadas e mais de uma vez por ano (TEBEEST, 1984). Segundo
WENZEL et al. (2006), o uso de fungos em larga escala requer a obtencao de meios de
cultura que proporcionem bom crescimento com alta esporulagdo e que sejam
elaborados com substratos de baixo custo, facil obten¢do, manuseio e preparo.

O arroz em grao ainda é o substrato mais utilizado no Brasil para a produgéo de
fungos, porém, visando a redugédo de custos e obtencdo de grandes quantidades de
propagulos viaveis, varios estudos estdo sendo realizados para avaliar a eficiéncia de
outros substratos, como sorgo, caupi, fava, feijao (VILAS BOAS et al., 1996),
macerados de feijao de mesa, feijao guandu e soja, extratos de batata, fuba, soja, leite
em po, farelo de trigo e arroz (OLIVEIRA, 2000), paingo, quirela de milho, trigo em gréo
(EL DAMIR, 2006), alpiste, farelo de arroz, farelo de soja, farelo de trigo, lentilha em
grao, paingo, quirela de arroz, quirela de milho, soja em grao, soja moida, trigo em grao,
trigo moido, sorgo em grao e sorgo moido (WENZEL et al. 2006).
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Para viabilizar a utilizacdo de B. euphorbiae em programas de controle bioldgico
de E. heterophylla, € necessario obter a producao de grandes quantidades de conidios
do fungo. PENARIOL et al. (2008) avaliaram diversos meios sélidos obtidos de gréaos e
derivados, além de meios liquidos preparados a partir de diversos substratos e
verificaram que a producdo de conidios de B. euphorbiae foi significativamente maior
nos meios sélidos formados por sorgo em gréo (4,74 x 10° conidios g') e casca de soja
(4,72 x 10° conidios g'), enquanto que dentre os meios liquidos pode ser destacado o
preparado com o farelo de trigo que produziu 1,33 x 10° conidios mL" de meio.
Verificando o efeito de diferentes meios de cultura para a esporulacdo do fungo
MARCHIORI et al. (2001) observaram que entre os meios feitos com graos de cereais
os melhores consistiram de arroz, sorgo ou a mistura de ambos.

Dependendo do tipo de propagulo desejado e da espécie a ser produzida, os
fungos podem ser produzidos sobre meios artificiais utilizando-se trés processos ou
métodos: solido, liquido e o sistema bifasico (ALVES & PEREIRA, 1998). Entre os
métodos de producao destaca-se o cultivo bifasico, que combina o beneficio da alta
producao de biomassa em meio liquido com a grande producao de conidios em meios
solidos (JENKINS & GOETTEL, 1997).

Apesar do grande numero de trabalho envolvendo a produgédo de fungos, séao
poucos 0s que tratam do sistema bifasico de cultivo. SANTORO et al. (2005) avaliaram
a produgao de Beauveria bassiana pelo sistema bifasico e verificaram que as maiores
produgcdes de conidios foram obtidas utilizando como inoculo do arroz, a biomassa
fungica produzida nos meios liquidos feitos a partir de farinha de crisélida e farinha de
crisdlida+batata+dextrose (2,7 x 10 e 2,8 x 10'° conidios g' de arroz,
respectivamente).

Poucos trabalhos foram desenvolvidos para definicdo de substratos adequados
para producédo de B. euphorbiae, justificando-se novas investigacdes para estabelecer
0s meios e métodos adequados para sua produgdo em larga escala. Assim sendo, 0
presente trabalho teve como objetivos: a) avaliar a producdo de B. euphorbiae em

meios de cultura liquidos, elaborados a partir de residuos ou subprodutos da
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agroindustria; b) avaliar diferentes combinagdes de substratos sélidos obtidos de graos
e derivados, e finalmente: c) selecionar meios visando a produgéao bifasica do fungo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Fungo

Foi utilizado o isolado FCAV# 569 de Bipolaris euphorbiae, obtido por
pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa em Soja da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/CNSo), localizada em Londrina-PR. O isolado
permaneceu estocado em tubos de ensaio contendo o meio de batata-dextrose-agar
(BDA), mantidos em refrigerador a 4°C, no laboratério de Microbiologia do
Departamento de Producédo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

Para a utilizacdo nos ensaios foi cultivado em placas de Petri contendo meio
minimo de Pontecorvo modificado por PENARIOL et al. (2008) ajustado com pH 6,
incubado em estufa a 25 *+ 0,5°C, durante oito dias, em auséncia de iluminagao.

2.2 Preparo dos meios liquidos

Os meios liquidos foram preparados a partir dos seguintes substratos
considerados residuos ou subprodutos agroindustriais de baixo custo e de facil
obtencéo, usados nas concentragdes especificadas a seguir: soro obtido na fabricacao
de queijo fresco (55, 70, 85 e 100%), milhocina® (1, 2, 4 e 6%), vinhaca de cana-de-
acucar (55, 70, 85 e 100%), melaco de cana-de-agucar (2, 4, 6 € 8%), leite de levedura
da industria de cana-de-agucar (20, 40, 55 e 70%) e 4gua de prensa de mandioca (55,
70, 85 e 100%). As diferentes concentragdes utilizadas de cada substrato foram obtidas
pela diluicao destes em agua destilada e foram baseadas em estudos realizados por
MACHADO (2008).
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Aos meios preparados com vinhacga, leite de levedura e soro de queijo foram
adicionados 0,5% de dextrose e os de milhocina® receberam 1% de dextrose. Todos os
meios foram acrescidos de cloranfenicol (250 mg L), para evitar a recontaminacéo
bacteriana durante o periodo de incubagdo. O pH de cada meio foi medido e
padronizado em 6,0, valor que proporcionou melhor desempenho do fungo em ensaio
anterior, utilizando solugdes de NaOH (3N) e HCI (1N). Em frasco erlenmeyer, com
capacidade para 250 mL, foram colocados 100mL de meio, vedado com tampao de
algodao e papel-aluminio, e em seguida, autoclavado por 30 minutos a 121°C e 1Kgf

cm™.

2.3 Preparo dos meios solidos

A escolha dos meios sélidos foi baseada nos resultados obtidos por PENARIOL
et al. (2008) que utilizaram o mesmo fungo. Foram usados 0s seguintes substratos:
sorgo em grao, casca de soja e quirela de trigo. O sorgo e a casca de soja
proporcionaram os melhores resultados de esporulacao e viabilidade, enquanto que a
quirela de trigo favoreceu a viabilidade, segundo PENARIOL et al. (2008).

Os substratos foram arbitrariamente misturados nas proporcées de 80:20%,
60:40%, 40:60%, 20:80%. Tais misturas, nas diferentes proporgdes, constituiram os
tratamentos do ensaio e cada substrato foi também utilizado individualmente como
controle para comparagao.

O preparo dos meios foi feito segundo metodologia proposta por PENARIOL et
al. (2008). Os graos de sorgo foram cozidos em agua destilada fervente na proporgao
3:1 (v p') por cinco minutos em fogo brando. A casca de soja e o farelo de trigo foram
embebidos em agua destilada de 3:1 (v p'), durante 15 minutos. Posteriormente, todos
os substratos foram coados em peneira fina para remog¢ao do excesso de agua, e as
misturas preparadas em peso seco (g g™ ).

Os substratos foram colocados em frascos erlenmeyers com capacidade para
250 mL, vedados com tampédo de algoddo e recobertos com papel aluminio e
autoclavados a 121°C e 1Kgf cm? por 40 minutos. Em funcdo da natureza e
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caracteristicas dos substratos utilizados, a quantidade das misturas colocadas nos
frascos foi padronizada estabelecendo-se um determinado volume do frasco ocupado

pelas misturas.

2.4. Combinacao bifasica

A escolha dos meios liquidos e sélidos, utilizados para a producao pelo sistema
bifasico de cultivo, foi realizada de acordo com os meios que proporcionaram 0s
melhores resultados nos ensaios anteriores.

Para a selecdo dos meios liquidos adequados a producéao do fungo no sistema
bifasico, foi levada em consideragdo a analise conjunta de dois parametros avaliados:
produgao de conidios e biomassa micelial. Quando a andlise estatistica nao acusou
diferenca significativa entre os tratamentos e suas respectivas concentracoes, optou-se
pela escolha do maior valor numérico das médias.

Assim, optou-se por escolher os meios liquidos a base de 8% de melaco de
cana-de-agucar e 70% de leite de levedura e os meios sélidos, compostos pelas
misturas de 60% de sorgo em grao e 40% de casca de soja, 80% de sorgo em grao e
20% de quirela de trigo e 40% de casca de soja e 60% de quirela de trigo, para a
producao de B. euphorbiae.

O preparo dos meios liquidos e sdlidos foi feito conforme ja descrito. Os
tratamentos no sistema bifasico foram constituidos pela combinacdo de cada um dos

meios liquidos com cada meio soélido.

2.5. Cultivo e incubacao do fungo nos meios soélidos e liquidos

A repicagem foi realizada em camara de fluxo laminar, transferindo-se, com o
auxilio de agulha de niquel-cromo, trés discos de cinco milimetros de didmetro retirados
de colbnias jovens do fungo crescidas em meio minimo modificado (PENARIOL et al.,
2008) com o pH 6, por 8 dias a 25°C, no escuro. As culturas foram mantidas em estufa
por 10 dias, com temperatura de 25 £ 0,5°C, em auséncia de luz.
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2.6. Cultivo e incubacao do fungo no sistema bifasico

Trés discos de cinco milimetros de didmetro, retirados de culturas jovens do
fungo, crescidas em meio minimo modificado com pH6, foram transferidos para frascos
erlenmeyers contendo os meios liquidos. Apos a transferéncia as culturas foram
mantidas em estufa a 25 £ 0,5°C por 7 dias na auséncia de iluminagao.

Em camara asséptica, a massa micelial formada, juntamente com o meio liquido,
foi transferida para um béquer com capacidade de 250mL e triturada durante 3
segundos com auxilio de um mixer Blaker & Decker®, modelo SB 40 e, em seguida, o
material foi coado em peneira com malha de 1Tmm de espessura, de modo a padronizar
o tamanho dos fragmentos de micélio. Tanto o mixer quanto a peneira foram
desinfetados em élcool 96 GL. Esta suspensdo foi entdo utilizada para inocular os
meios solidos.

Com o auxilio de um pipetador automatico, em camara de fluxo laminar, 3mL da
suspensao obtida do cultivo nos meios liquidos foram transferidos para frascos
erlenmeyers contendo meios sélidos, em seguida, os frascos foram acondicionados em
estufa a 25 £ 0,5°C por 10 dias no escuro. Apds o periodo de incubacao, avaliou-se a
producao e viabilidade de conidios.

2.7. Avaliacao nos meios solidos, liquidos e sistema bifasico

Nos meios sélidos avaliou-se a produgédo de conidios e a viabilidade para todos
os tratamentos. Para os meios liquidos avaliou-se a producao de conidios, a viabilidade
e a biomassa micelial. Apenas para o meio de soro de queijo nao foi possivel avaliar a
viabilidade devido a presenca de grumos, possivelmente formados pela gordura do
leite, que dificultaram muito a observacao dos conidios.

Para avaliagdo da producado de conidios nos meios liquidos, a massa micelial
formada foi fragmentada com auxilio de um bastao de vidro durante 5 segundos para
desagregacdo do micélio. Em seguida, para remoc¢ao dos conidios o meio foi
vigorosamente agitado em agitador magnético por 3 minutos utilizando-se 15g de
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pérolas de vidro. O meio foi entdo coado em peneira com malha de 1mm de espessura.
O material filtrado foi agitado vigorosamente e o niumero de conidios determinado com
auxilio de camara de Neubauer.

A avaliacdo da producado de conidios nos meios sélidos e no sistema biféasico foi
realizada transferindo-se 1g de cada meio com o fungo crescido para tubo contendo
9mL de uma mistura (1:1) de solugdo salina (NaCl a 0,89% p v'") e solugdo de Tween
80® (0,1% v v ). O material foi vigorosamente agitado em agitador elétrico de tubos
durante 30 segundos, para liberacdo dos conidios, e em seguida coado em tecido voile
para remocao da parte sélida e 1mL do filtrado foi transferido para tubo contendo 9mL
da mistura de solugdes salina + Tween. Apds vigorosa agitacado em agitador elétrico
determinou-se a quantidade de conidios presentes na suspensdo com auxilio da
camara de Neubauer.

Para a avaliagdo da viabilidade dos conidios obtidos nos meios liquidos o
material filtrado foi centrifugado por 2 minutos a 3.000 r.p.m, e o precipitado
resuspendido em 7mL de solugao salina. Para os meios sélidos e no sistema bifasico
utilizaram-se as mesmas suspensoes usadas para avaliacao da producao de conidios.
A avaliacao foi realizada conforme descrita por FRANCISCO et al. (2006).

Para determinagdo da massa da matéria seca, o micélio formado foi filtrado em
funil de Buchner sob bomba a vacuo, em seguida mantido em estufa a 60°C até peso

constante e a determinagéo feita em balanca analitica.
2.8 Analise estatistica

Os dados dos ensaios com os meios sélidos e liquidos foram analisados
utilizando-se um delineamento inteiramente casualizado (DIC), com quatro repeticdes
para cada tratamento. A andlise de variancia foi realizada por meio do teste F e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O ensaio com os
meios liquidos foi analisado, segundo o modelo de classificacao hierarquica analisando-
se o efeito de dois fatores: meios e concentragdo dentro de meios.
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Para o ensaio de producdo bifasica utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado e os dados, obtidos através de trés repeticoes, foram submetidos a andlise
de variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para a execugdo das analises foi utilizado o programa ESTAT- Sistema
para Analise Estatistica — versao 2.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producao de Bipolaris euphorbiae em meios liquidos

A maior producdo de biomassa micelial pelo fungo foi obtida no meio preparado
com melaco de cana-de-agucar, sendo a concentracdo de 8% a que proporcionou a
maior formagdo de matéria seca (2,18g 100 mL™" de meio), diferindo significativamente
da biomassa micelial obtida nas demais concentracbes. Observa-se que houve uma
correlagdo positiva entre a produgao de biomassa e o aumento da concentragcao de
melaco. O meio contendo 100% de agua da prensa da mandioca, embora tenha
apresentado uma producdo de biomassa (1,25g 100 mL" de meio) menor do que a
obtida no meio anterior, também foi adequado para promover o crescimento micelial do
fungo, apesar deste crescimento ndo ter diferido do observado nas concentragdes de
85 e 70% (Tabela 1).

A producao de conidios de B. euphorbiae obtida nos meios preparados com
melaco de cana-de-acucar e leite de levedura foi significativamente maior do que a
obtida nos demais meios, ndo havendo diferencas significativas entre as concentracoes
testadas. Apesar disso, as concentracées de 4 e 20 ou 70%, respectivamente de
melaco e leite de levedura, podem ser destacadas como as mais promissoras uma vez
que apresentaram maior valor numérico para este parametro (29 x 10* e 16 x 10*

conidios mL™" de meio, respectivamente) (Tabela 2).
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Tabela 1- Massa da matéria seca (g 100 mLde meio‘1) de Bipolaris euphorbiae produzida em meios
liquidos obtidos a partir de residuos e subprodutos agroindustriais, usados em diferentes

concentracoes, apds 10 dias de cultivo a 25°C e em auséncia de iluminacéo.

Meios liquidos Média dos Concentragdes Teste F
tratamentos C1 C2 C3 C4

Vinhaga de cana-de-aglcar 0,55 C 0,73a 050a 047a 049a 1,49™
Soro de queijo 0,56 C 0,57ab 0,38b 0,44 b 0,84 a 1,24**
Agua da prensa da mandioca 0,99B 0,73 Db 0,91ab 1,06 ab 1,25 a 4,97
Leite de levedura 0,59 C 0,53 a 0,56 a 0,51a 0,74 a 1,14
Melaco de cana-de-acucar 1,26 A 0,36d 1,06 c 1,44 b 2,18 a 58,46**
Milhocina 0,43 C 023b 041ab 043ab 0,65a 3,01*
Teste F 42,46

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e miniscula na linha, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Vinhaga, soro de queijo e agua da prensa da
mandioca: C1:55%; C2: 70%; C3: 85% e C4:100%. Leite de levedura:C1:20%; C2: 40%; C3: 55%
e C4:70%. Melago de cana-de-agucar: C1: 2%; C2: 4%, C3: 6% e C4: 8%. Milhocina: C1: 1%;
C2: 2%; C3: 4% e C4: 6%. **Significativo a 1% de probabilidade; *Significativo a 5% de probabilidade;

NS: N&o significativo.

Tabela 2- Producao de conidios (x 10* con. mL de meio™) de Bipolaris euphorbiae em meios liquidos
obtidos a partir de residuos e subprodutos agroindustriais usados em diferentes concentragdes, apds

10 dias de cultivo a 25°C e em auséncia de iluminagao.

Meios liquidos Média dos Concentracoes Teste F
tratamentos C1 Cc2 C3 C4

Vinhaga de cana-de-acucar 5,8 BC 11,0a 6,0a 4,3a 2,0a 0,64 "
Soro de queijo 15D 1,7a 2,3a 1,0b 1,0b 4.77*
Agua da prensa da mandioca 3,2CD 3,3a 3,7a 3,3a 2,7a 0,0%"
Leite de levedura 15,0 AB 16,0a 13,0a 15,0a 16,0a 0,01™
Melago de cana-de-acUcar 23,0 A 14,0a 29,0a 22,0a 28,0a 0,17™
Milhocina 7,5A BC 15,0a 4,7a 8,3a 2,7a 0,58"
Teste F 10,75**

Médias originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em log (x). Médias
seguidas pela mesma letra mailuscula na coluna e mindscula na linha, nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Vinhaga, soro de queijo e agua da prensa da mandioca: C1: 55%;
C2: 70%; C3: 85% e C4: 100%. Leite de levedura: C1: 20%; C2: 40%; C3: 55% e C4: 70%. Melago
de cana-de-aglcar: C1: 2%; C2: 4%; C3: 6% e C4: 8%. Milhocina: C1: 1%; C2: 2%; C3: 4%e C4: 6%.
**Significativo a 1% de probabilidade; NS: Nao significativo.
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O resultado do teste de viabilidade mostrou que, em média, apenas 0s conidios
produzidos nos meios elaborados com milhocina® e &gua da prensa da mandioca
mostraram uma menor capacidade de germinagéo, diferindo estatisticamente da
germinacgao dos conidios obtidos nos demais meios.

Entretanto, do ponto de vista do controle de qualidade da producgéo de fungos, a
porcentagem de germinacao obtida nestes meios (89,1 e 91,2%, respectivamente) pode
ser considerada satisfatéria. Para os demais tratamentos, a viabilidade manteve-se
acima de 97% (Tabela 3).

A andlise conjunta dos trés parametros avaliados sugere que o meio elaborado a
partir de melaco de cana-de-agucar € o mais favoravel para a produgcdo de B.
euphorbiae.

Tabela 3 - Viabilidade (%) de conidios de Bipolaris euphorbiae em meios liquidos obtidos a partir de
residuos e subprodutos agroindustriais usados em diferentes concentragdes, ap6s 10 dias de cultivo

a 25°C e em auséncia de iluminagao.

Meios liquidos Média dos Concentracoes Teste F

tratamentos C1 C2 C3 C4
Vinhaga de cana-de agucar 97,4 AB 98,4a 95,8a 97,6a 97,9a 0,10™
Agua da prensa da mandioca 91,2BC 86,3a 92,5a 87,7a 98,2a 0,27"
Leite de levedura 99,1 A 98,9a 98,7a 99,4a 99,1a  0,01™
Melago de cana-de-agucar 99,7 A 996a  99,7a  99.8a  99,7a  0,00™
Milhocina 89,1 C 94,6a 95,5a 78,5b 88,0ab  4,76**
Teste F 7,21**

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Vinhaca e adgua da prensa da
mandioca: C1: 55%; C2: 70%; C3: 85% e C4: 100%. Leite de levedura: C1: 20%; C2: 40%; C3: 55%
e C4:70%. Melago de cana-de-agucar: C1: 2%; C2:4%; C3:6% e C4:8%. Milhocina: C1:1%;
C2: 2%; C3: 4% e C4: 6%. NS: Nao significativo; **Significativo a 1% de probabilidade.

Segundo ALVES & PEREIRA (1998) existem algumas dificuldades para a
producdo de fungos em meios liquidos, mas o método pode ser empregado para a
producao de grandes quantidades de patégenos. O resultado da producao de conidios
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obtido neste trabalho para B. euphorbiae é semelhante ao encontrado por MACHADO
(2008) que analisou a producao dos isolados JAB 02 e JAB 45 de Lecanicillium lecanii
em meios liquidos obtidos a partir de residuos ou subprodutos agroindustriais, ja que,
em ambos os casos verificou-se uma pequena producdo de conidios nos meios
liquidos.

De acordo com ROBERTS & HUMBER (1981), a maioria dos hifomicetos nao
esporulam rapidamente em cultura liquida obtendo-se uma grande quantidade de
massa micelial. Assim, a baixa produgcao de conidios obtida em cultura liquida neste
trabalho pode estar relacionada com a auséncia de agitacdo constante destes meios.
PEREIRA & EIRA (1999) verificaram que somente quando a biomassa de Metarhizium
anisopliae foi submetida a aeracao direta € que ocorreu a esporulagdo do fungo,
atingindo a producdo de 10’ conidios por grama de substrato. CRUZ et al. (1983)
verificaram que, dentre os meios de cultura naturais liquidos avaliados para a
esporulacao de M. anisopliae, os melhores foram os meios preparados a partir de feijao
e batata.

Os meios liquidos compostos por soro de queijo e agua da prensa da mandioca
foram os que proporcionaram os piores resultados para a producao de conidios por B.
euphorbiae (Tabela 2), resultado também obtido por PENARIOL et al. (2008) com o
segundo meio, embora com pH de 4,3. Para os isolados JAB 02 e JAB 45 de L. lecanii
0 mesmo meio, com pH ajustado em 6,5 se mostrou 0 mais adequado para a produgao
de conidios (MACHADO, 2008). Ja para os fungos B. bassiana, M. anisopliae e L.
lecanii o meio liquido a base de agua de coco proporcionou 0 maior crescimento e
esporulacao segundo SAHAYARAJ & NAMASIVAYAM (2008).

PENARIOL et al. (2008) avaliaram a biomassa micelial de B. euphorbiae em
meio liquido preparado a partir de agua de prensa de mandioca, mas diferentemente do
ocorrido neste trabalho, ndo obtiveram resultados satisfatérios. De acordo com os
autores a formacao de biomassa foi pequena, provavelmente em consequiéncia do
baixo pH do meio de cultivo, que nao foi corrigido. A maior biomassa micelial de B.
euphorbiae obtida pelos autores foi produzida no meio liquido preparado a base de

farelo de trigo, atingindo o valor de 0,73 g 100 mL", enquanto neste trabalho o mesmo
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fungo cultivado no meio de melaco de cana-de-aglicar produziu 1,26 g 100 mL™.
Enquanto que para M. anisopliae a maior quantidade de matéria seca foi obtida no meio
elaborado com extrato do percevejo da soja (PEREIRA & EIRA 1999).

Os meios compostos por melago de cana-de-agucar, leite de levedura e vinhaca
foram os que proporcionaram os melhores resultados para a viabilidade dos conidios,
diferentemente do obtido por PENARIOL et al. (2008) que verificaram que a viabilidade
dos conidios nao foi afetada pela composi¢cao dos meios liquidos, resultado semelhante
ao verificado para M. anisopliae (PEREIRA & EIRA, 1999).

3.2. Producao de Bipolaris euphorbiae em meios sélidos

Analisando os dados de producao de conidios, verificou-se que apenas nas
misturas de sorgo em grdao e quirela de trigo, houve diferenga significativa na
esporulacdo do fungo (Tabela 4), destacando-se a producdo obtida na mistura de
80:20%, que mesmo nao diferindo das obtidas nas misturas de 100:0%, 60:40% e
20:80%, apresentou o maior valor numérico (1,70 x 107 conidios g™').

Observando-se a producao de conidios nos meios preparados com as misturas
de sorgo em grédo com casca de soja e de casca de soja com quirela de trigo, pode-se
destacar a esporulagdo obtida quando o fungo foi cultivado nos meios feitos com a
propor¢cdo de 40:60% dos substratos, que proporciono 0s maiores valores das
producdes de conidios nestes meios (2,30 x 10’ e 1,50 x 10’ conidios g de meio™,
respectivamente). A viabilidade dos conidios de B. euphorbiae nao foi influenciada pelo
tipo de substrato, ndo havendo diferengcas significativas nas porcentagens de
germinacdo dos conidios produzidos nas diferentes combinagdées. Para que sejam
utilizados em programas de manejo, recomenda-se que 0s conidios apresentem
viabilidade acima de 90%. Este fato pode ser verificado para todos os tratamentos
avaliados, cuja viabilidade manteve-se acima de 99% (Tabela 4).
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Tabela 4 - Producao e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae em meios sélidos preparados

com misturas de diferentes substratos, apds 10 dias de cultivo a 25°C e em auséncia de iluminacio.

Meios de cultura Mistura Producgao de conidios Viabilidade
(n° de conidios x 10’g meio™) (%)
100% S + 0% C 1,37A 99,9A
80% S + 20% C 1,15A 99,9A
Sorgo em gréo (S) e Casca de soja (C) 60% S+ 40% C 1,45A 100,0A
40% S+ 60%C 2,30A 99,8A
20% S+ 80%C 1,35A 99,9A
0% S + 100%C 1,40A 99,9A
Teste F 1,43"™ 1,40™
100% S + 0% Q 1,17A 99,9A
80% S + 20% Q 1,70A 99,9A
Sorgo em grao (S) e Quirela de trigo (Q) 60% S+ 40% Q 1,25A 99,9A
40% S+ 60% Q 0,45C 100,0A
20% S+ 80% Q 1,37AB 100,0A
0% S + 100% Q 0,27BC 99,9A
Teste F 2,71* 0,76"
100% C + 0% Q 1,07A 99,9A
80% C +20% Q 1,10A 100,0A
60% C + 40% Q 1,00A 100,0A
Casca de soja (C) e Quirela de trigo (Q) 40% C + 60% Q 1,50A 100,0A
20% C + 80% Q 0,57A 100,0A
0% C + 100% Q 0,80A 99,9A
Teste F 0,81" 0,81"
CV(%) 4,11 0,12

Médias com valores originais, mas analise estatistica da producao de conidios realizada com dados
transformados em log(x). Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). NS: Nao significativo; *Significativo a 5% de
probabilidade.

Segundo ALVES e PEREIRA (1998) a producao de fungos em meios sélidos é a
forma mais utilizada por ndo necessitar de tecnologia sofisticada. A sele¢cao de meios
de cultura € um aspecto importante a ser considerado na producao (KHALIL et al.,
1985).
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Apesar do arroz ser o substrato mais utilizado na producéo de fungos, substratos
alternativos estdo sendo avaliados na expectativa de obter grandes quantidades de
propagulos viaveis e otimizar o processo. DORTA et al. (1990) avaliaram a produgéo do
fungo M. anisopliae em meio sélido constituido por farelo de arroz, casca de arroz e a
mistura de ambos e verificaram que a maior produgédo de esporos foi obtida no meio
composto pela mistura de ambos os substratos. Segundo GRAJEK (1994), a maior
producdo de esporos (3,2 x 10° conidios g ') de L. lecanii ocorreu quando o fungo foi
cultivado em meio contendo a mistura de farelo de trigo e polpa de beterraba, enquanto
que para B. bassiana a maior producdo (3,4 x 10° conidios g ') foi obtida no meio
composto pela mistura de casca de batata e bagaco de cana-de-acucar (SANTA et al.,
2005); segundo estes autores o fungo cresce e esporula melhor em meios constituidos
por misturas de residuos.

Avaliando a esporulacdo de B. bassiana, Paecilomyces fumosoroseus e L.
lecanii, em diferentes substratos sélidos SAHAYARAJ & NAMASIVAYAM (2008)
verificaram que entre os graos avaliados os melhores resultados para P. fumosoroseus
e L. lecanii foram obtidos nos meios a base sorgo, enquanto que para B. bassiana o
mesmo ocorreu no meio composto por trigo. WENZEL et al. (2006) avaliaram diversos
substratos sélidos, obtidos de graos e derivados, para producao de L. lecanii verificando
que, farelo de soja, farelo de trigo, trigo moido e lentilha proporcionaram, entre os
substratos avaliados, as maiores produg¢des de conidios.

A producao de conidios de B. euphorbiae, foi verificada por MARCHIORI et al.
(2001). Estes autores observaram que o meio V8-agar e graos de arroz e sorgo, usados
como substratos, proporcionaram maior producdo em relacdo aos graos de girassol. Na
busca de substratos alternativos para producdo de B. euphorbiae PENARIOL et al.
(2008) obtiveram resultados satisfatérios para a producao de conidios utilizando sorgo
em grao e casca de soja. No presente trabalho, a mistura entre estes substratos e com
quirela de trigo em diferentes propor¢des ocasionou um incremento na producédo de
esporos, sendo da ordem de 10’ conidios g de substrato™, enquanto no trabalho de
PENARIOL et al. (2008) as producdes foram da ordem de 10° conidios g de substrato™.
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A viabilidade dos conidios produzidos nos meios solidos neste trabalho manteve-
se praticamente em 100%, fato este também verificado por PENARIOL et al. (2008)
com os conidios de B. euphorbiae, e de modo semelhante para aqueles produzidos nos
meios de milho de pipoca, milho + arroz, milho + sorgo, sorgo + arroz e somente arroz
nos quais a viabilidade manteve-se acima de 90% (MARCHIORI et al. 2001). No
entanto, para os isolados JAB 02 e JAB 45 de L. lecanii somente os conidios
produzidos no meio de lentilha em grdo apresentaram viabilidade maior que 90%
(WENZEL et al., 2006).

3.3. Producao de Bipolaris euphorbiae no sistema bifasico

Na tabela 5 estdo contidos os dados referentes a producao e viabilidade de
conidios produzidos por B. euphorbiae pelo sistema bifasico de cultivo.

A producao de conidios ocorrida na combinagao de leite de levedura e mistura
de casca de soja com quirela de trigo, que proporcionou o maior valor numérico de
producdo (1,4 x 10’ conidios g substrato™), diferiu significativamente apenas da
ocorrida na combinagao de melaco e mistura de sorgo em grao e casca de soja (0,7 x
107 conidios g substrato™)

As combinagdées que utilizaram o leite de levedura como meio liquido
proporcionaram melhores resultados comparando-se com as que utilizaram o melago,
entretanto, os valores sdo menores do que o0s obtidos na produgdo convencional em
meios sdlidos, indicando que a producao de conidios n&o foi incrementada pelo sistema
bifasico de cultivo quando comparado com a producao em meios sélidos (Tabela 4).

Quanto a viabilidade dos conidios produzidos observa-se que, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, mantendo-se acima de 99% (Tabela 5),

assim como, 0 observado na produgao convencional em meios sélidos.
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Tabela 5 - Producéo e viabilidade dos conidios de Bipolaris euphorbiae obtido no processo bifasico,

apés cultivo a 25°C e em auséncia de iluminacéo.

Combinagdes bifasicas (meio liquido/meio sélido) Producgao de conidios Viabilidade
(x 10" g meio solido™) (%)
Melago (8%) / Sorgo em grao + Casca de Soja (40:60%) 0,7B 99,9A
Melago (8%) / Sorgo em grao + Quirela de trigo (80:20%) 0,8AB 99,7A
Melaco (8%) / Casca de soja + Quirela de trigo (40:60%) 1,0AB 99,9A
Levedura (70%) / Sorgo em grao + Casca de soja (40:60%) 1,3AB 99,9A
Levedura (70%) / Sorgo em grao + Quirela de trigo (80:20%) 1,0AB 99,7A
Levedura (70%) / Casca de soja+ Quirela de trigo (40:60%) 1,4A 99,9A
TestF 4,21* 1,01™
DMS 0,2342 0,8575
CV(%) 1,22 0,31

Médias com valores originais, mas analise estatistica da producéo de conidios realizada com dados
transformados em log(x). Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). NS: Nao significativo. *Significativo a 5% de

probabilidade. DMS: Diferengca minima significativa; CV : Coeficiente de variagao.

Diferentemente do verificado neste estudo, MACHADO (2008) obteve um
incremento na produgéo de conidios do isolado JAB 45 de L. lecanii pelo cultivo bifasico
(sendo da ordem de 108 conidios por grama de meio), quando comparado com o cultivo
apenas no meio solido.

DERAKHSHAN et al. (2008) avaliaram a producao de conidios do isolado V.I-7
de V. lecanii pelo cultivo bifasico, usando caldo de melago e levedura (CML), caldo de
batata e dextrose (CBD) e caldo de batata e sucrose (CBS) como meios liquidos e
quirela de arroz, quirela de milho e sorgo moido como substratos solidos. As
combinacdes de CML + arroz e CBS + arroz proporcionaram as maiores produgdes de
conidios (2,28 e 2,21 x 10° conidios g, respectivamente), enquanto que, para as
demais combinagdes a producao de conidios foi menor do que o esperado. Para a
viabilidade, ndo houve diferenga significativa na germinagdo dos conidios produzidos
através das combinacdes avaliadas. Estes achados estdo de acordo com o verificado
por NIRMALA et al. (2006) que relataram que a maior produgdo de conidios de V.
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lecanii no sistema bifasico ocorreu no meio constituido por CBS + arroz (1,75 x 10°
conidios mL™), apds 10 dias de cultivo.

A producao de conidios de B. bassiana pelo cultivo bifasico foi avaliada por
SANTORO et al. (2005) utilizando meios liquidos feitos com farinha de crisdlida (FC),
batata e dextrose (BD) e a mistura destes substratos (FCBD) e arroz pré-cozido como
meio sélido. As maiores producdes de conidios (2,7 x 10" e 2,8 x 10'? conidios g de
arroz) foram obtidas quando utilizou-se como in6culo do arroz, a biomassa fungica
produzida nos meios de FC e FCBD, respectivamente. Os autores concluiram que, a
producao de conidios pelo processo bifasico utilizando o meio liquido FCBD tem grande
potencial em processos de produgcdo massal de B. bassiana.

O meio liquido feito com farinha de soja suplementada com dextrose e os meios
séOlidos a base de quirela de milho, arroz, cevada, sorgo, aveia, trigo e fibra de coco,
foram utilizados por ACEVEDO et al. (1995), para avaliar a producao de conidios por
Hirsutella thompsonii e H. nodulosa. Segundo estes autores, as maiores esporulagdes
foram obtidas no meio feito de arroz, sendo a produgdo maxima de 10,9 x 10® conidios
g substrato™ para H. thompsonii, enquanto que para H. nodulosa foi de 8,6 x 10°
conidios g substrato’. Os autores concluiram que a producdo de conidios de H.
thompsonii e H. nodulosa foi incrementada pelo método bifasico de cultivo.

As combinagdes entre os meios liquidos feito com melaco e caldo de arroz e os
meios solidos de quirela de milho e farelo de soja proporcionaram melhores resultados
para a producao de conidios de P. farinosus, segundo MASCARIN & ALVES (2005).

Trabalhos obtidos na literatura indicam a produgao bifasica como um método
bastante vantajoso para promover a producdo de fungos. No entanto, os resultados
obtidos neste trabalho para B. euphorbiae diferem dos encontrados pelos varios
autores, mas o0s substratos utilizados sao bastante diversos o que dificulta a
comparagao dos resultados. A baixa producdo de conidios verificada neste trabalho
pode ser devida ao tempo de incubacdo nos meio liquidos (7dias), que pode néo ter
sido suficiente para a producado de biomassa fungica em quantidade adequada para
colonizar rapidamente o meio sélido e promover a esporulagdo. Entretanto, este

aspecto precisa ser investigado.
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4. CONCLUSOES

1- Os meios sélidos foram mais eficientes do que os meios liquidos para a produgéo de
conidios de B. euphorbiae.

2- A producao de biomassa micelial foi influenciada pela concentracdo dos substratos

utilizados para elaborar os meios liquidos.

3- As misturas entre os substratos proporcionaram um incremento na producao de

conidios nos meios sélidos.

4- O sistema bifasico de cultivo ndo foi capaz de incrementar a producao de conidios de
B. euphorbiae.

5- A viabilidade dos conidios de B. euphorbiae nao é afetada pelo tipo e composigcao

nutricional dos meios sélidos e pela producao do fungo no sistema bifasico.
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140 - ¢ 2°dia:y=-0,55x*+7,8071x-1,7857 R?=0,67**
m 4°dia: y=-2,1452¢ + 31,183x- 49,157 R?=0,59**
A 6°dia: y=-2,7381>% + 41,448x- 66,443 R?=0,72**
120 1 x g°dia y=-1,931 + 30,34x- 23,443 R?=0,70**
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Figura 1 - Crescimento de Bipolaris euphorbiae em funcao de diferentes valores iniciais

de pH do meio de cultura, apés cultivo por oito dias a 27°C.
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140 -+ ¢ 2°dia: y=-0,0734% + 3,629x- 26,145 R%=0,92**
m 4°dia: y=-0,3036x+ 14,812x-130,2 R®=0,81**
A 6°dia: y=-0,4947¥ + 23,966x-211,11 R%=0,85**
120 - X 8°dia: y=-05714x% + 27,389x- 233,82 R2?=0,92**

100 -

Crescimento (mm)

13 16 19 22 25 28 31 34
Temperatura (°C)

Figura 2 - Crescimento de Bipolaris euphorbiae apés cultivo por oito dias em diferentes

valores de temperatura.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

