UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

OTIMIZACAO DA PRODUGCAO MASSAL E FORMULACAO
DE Bipolaris euphorbiae VISANDO A OBTENCAO DE UM
BIOHERBICIDA

Ana Carolina Ribeiro Machado
Bidloga

2013



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

OTIMIZACAO DA PRODUGCAO MASSAL E FORMULACAO
DE Bipolaris euphorbiae VISANDO A OBTENCAO DE UM
BIOHERBICIDA

Ana Carolina Ribeiro Machado
Orientador: Prof. Dr. Antonio Carlos Monteiro

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agréarias
e Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal,
como parte das exigéncias para a obtencao do titulo
de Doutor em Microbiologia Agropecuaria

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL
2013



M1490

Machado, Ana Carolina Ribeiro

Otimizagao da produgao massal e formulagéo de Bipolaris
euphorbiae visando a obtengao de um bioherbicida / Ana Carolina
Ribeiro Machado. — — Jaboticabal, 2013

ix, 70 f. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinérias, 2013

Orientador: Antonio Carlos Monteiro

Banca examinadora: Katia de Lima Nechet, Kétia Cristina Kupper,
Rita de Cassia Panizzi, Sandra Regina Ceccato Antonini

Bibliografia

1. Producdo massal. 2. Compatibilidade. 3. Armazenamento. 4.
Infectividade. I. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias.

CDU 632.937

Ficha catalografica elaborada pela Se¢do Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informacéo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagido - UNESP, Campus de Jaboticabal.







DADOS CURRICULARES DA AUTORA

ANA CAROLINA RIBEIRO MACHADO - Nasceu em 21 de abril de 1981, na
cidade de Goiania, Goias e formou-se em Biologia (licenciatura plena) pela
Universidade Estadual de Goias (UEG) em 2004. Em 2006 concluiu o Curso de
Especializacao (/ato sensu) em Microbiologia pelo Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias. No mesmo ano
ingressou no Curso de Mestrado do Programa de Po6s-graduagdao em Microbiologia
Agropecuaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) / Unesp -
Jaboticabal, recebendo o titulo de mestre em 2008. Ingressou no Curso de
Doutorado do mesmo programa, em 2008. Publicou e apresentou 25 trabalhos em
anais de congressos e simpésios cientificos e 04 artigos completos em periédicos
especializados. Ministrou aulas das disciplinas de Microbiologia Geral e
Microbiologia Ambiental do curso de graduacdo em Ciéncias Biolégicas da
FCAV/Unesp e da disciplina Biologia, Producdo e Utilizacdo de Microrganismos
Patégenos de Insetos do Programa de Pés-graduacdo em Microbiologia
Agropecuaria, como professora convidada.



Nao sei se a vida é curta ou longa para nés, mas sei que nada do que
vivemos tem sentido, se nado tocarmos 0 coracdo das pessoas.

Muitas vezes basta ser: colo que acolhe, bragco que envolve, palavra que
conforta, siléncio que respeita, alegria que contagia, olhar que acaricia, amor que
promove.

E isso € 0 que da sentido a vida, € o que faz com que ela ndo seja nem curta,

nem longa demais, mas que seja intensa, verdadeira, pura enquanto durar.

Feliz aquele que transfere o que sabe e aprende o0 que ensina.

Cora Coralina



Ao meu orientador, Prof. Monteiro, que encerra um ciclo
de dedicacdo a pesquisa e formacdo de novos

profissionais

AGRADECO EM ESPECIAL

A minha base... meus pais José de Roma e Fatima
Ao meu marido, amigo e companheiro Edson Junior

OFERECO

Ao pequeno Samuel, meu maior e mais bonito
projeto de vida, que me faz desde ja a pessoa mais

feliz e realizada desse mundo

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me proporcionado encontros tdo especiais e pela oportunidade de

crescimento pessoal e profissional ;
Ao meu mentor e amigos espirituais pelo amparo, suporte e vibracdes positivas;

Ao Prof. Dr. Antonio Carlos Monteiro pela confianga, paciéncia, amizade, por ser um
exemplo a ser seguido de profissional integro e dedicado;

A Profé Dr® Sandra Regina Ceccato Antonini e Dr? Katia de Lima Nechet pela

atencao e carinho que tiveram com o trabalho e consideragdes valiosas;

A Profé Dr? Rita de Cassia Panizzi e Dr® Katia Cristina Kupper por mais uma vez
colaborarem com suas sugestdes para a melhoria do trabalho;

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao
Programa de pds-graduacdo em Microbiologia Agropecuaria, pelo apoio e

concessao da bolsa de doutorado;

Ao Dr. Claudinei Cruz e a toda equipe do NEPEAM pela valiosa colaboragcédo na fase
final do trabalho;

As amigas especiais e que ao longo desses 4 anos tomaram rumos incriveis:

Luciana Yoshida, Dinalva Alves Mochi e Claudia de Sousa Demeétrio;
A querida Edna D’Aquila, sempre tdo amavel e disposta a ajudar;

Aos meus pais incriveis pelo amor incondicional, por terem me guiado e orientado

sempre pelo caminho do bem... enfim, por tudo o que sou hoje;



Ao meu grande amor, maior e melhor amigo, Edson Junior, pelo incentivo, apoio...
por simplesmente fazer parte da minha vida e ter sido a raz&o de toda essa historia

ter comecado;

A familia maravilhosa que me recebeu de bragos abertos e que hoje fago parte com
tanto orgulho: Cris, Ed, Paula, Fernanda, Ricardo, Melissa e Joaquim;

A minha familia de “sangue” (irm&o, tios (as), primas) pelo amor, torcida e por

dividirem comigo mais essa conquista;
A amiga-irma Jé Guedes pelo carinho e dedicacdo a mim e aos meus pais;

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagao deste trabalho,
seja cientificamente ou ndo... MUITISSIMO OBRIGADA!



SUMARIO

LISTA DE FIGURA E TABELAS ... ..o

RESUMO ...
ABSTRACT ... e

CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS .........c.cocooieeeeeeeeeeeeeeeeee e
1. INTRODUGAOD. ...ttt n e an e
2. REVISAO DE LITERATURA ..o e,

3. REFERENCIAS......oo oo e,

CAPITULO 2 - PADRONIZACAO E OTIMIZACAO DE PRE-ETAPAS PARA

FORMULACAO DE BIOHERBICIDA A BASE DE Bipolaris euphorbiae
RESUMO ...t
ABSTRACT ... e

1. INTRODUGAOD ...t en et annnes
2. MATERIAL E METODOS .........oooiieeieeeeeeeeeeeee e
2.0 FUNQO. e e e e e e e e

2.2. Influéncia do periodo de incubagdo na producdo de Bipolaris
CUPROIDIGE. ..ot
2.2.1. Cultivo em meio SONAO.......uuuiiiieiiiiiiieeee e
2.2.2. Cultivo em sistema bifASiCO..........uvurmiiiiiiiiiiiiiee e
2.2.3. AVAlIAGAD. ...ci it i i e ————————————————
2.3. Influéncia do volume de suspensao de Bipolaris euphorbiae para
producdo em sistema DIfaSICO........coouiiiiiiiiii
2.4. Secagem de conidios de Bipolaris euphorbiae...............ccccccoeeviiiiinnnnnns
2.5. Obtencgéao de conidios de Bipolaris euphorbiae................cccccouvcuueeenn...
2.6. Analise estatisStiCa.......ccueeieiiiiiiei e
. RESULTADOS E DISCUSSAQ ........c.coooviiiciiiieieieieeee s
3.1. Influéncia do periodo de incubagdo na producdo de Bipolaris
CUPROIDIGE. ..........eeeeeeeeeee ettt e e e e e e e s
3.2. Influéncia do volume de suspenséo de Bipolaris euphorbiae usada

na fase soélida do sistema DIfASICO......uuveen e

Pagina

iii
Vi

viii

(oo TN \O B

15
16
17
19
19

19
19
20
20

21
21
23
23
24

24

26



3.3. Secagem de conidios de Bipolaris euphorbiae.................ccoouueeeeenn....

3.4. Obtencao de conidios de Bipolaris euphorbiae................ccuueeeeeeeeeaan....

4. CONCLUSOES........oooooeoeeeeeeee

5. REFERENCIAS. ..o,

CAPITULO 3 - PERFIL DE TOXICIDADE DE ADJUVANTES AO FUNGO
Bipolaris euphorbiae E AVALIACAO DE SUA VIABILIDADE E

INFECTIVIDADE APOS FORMULADO.........
RESUMO ...
ABSTRACT ...

1. INTRODUCAO .......cooooveveeieeerererrene,

2. MATERIAL E METODOS .......................

2.1. Toxicidade dos adjuvantes ao Bipolaris euphorbiae....................c.........

2.2. Composicao da formulacdo a base de Bipolaris euphorbiae................

2.3. Avaliacdo da viabilidade de Bipolaris euphorbiae durante o

armazenamento da formulagéo...............

2.4. Avaliacdo da infectividade Bipolaris euphorbiae em Euphorbia
heterophylla ap6s formulacéo..................

2.5. Andlise estatistica........ccoveeeeeeiiiiini.

3. RESULTADOS E DISCUSSAQ .........cccoooveeceeeeeeeeeeceeeee e

3.1. Toxicidade dos fotoprotetores ao Bipolaris euphorbiae.........................

3.2. Toxicidade dos surfactantes ao Bipolaris euphorbiae..........................

3.3. Toxicidade dos antiumectantes ao Bipolaris euphorbiae.......................

3.4. Toxicidade dos espalhantes adesivo

3.5. Avaliacdo da viabilidade de Bipolaris euphorbiae durante o

armazenamento da formulacao...............

3.6. Avaliacdo da infectividade de Bipolaris euphorbiae em Euphorbia
heterophylla apés formulacao..................
4.CONCLUSOES..............ccoooviiiirnn.

S ao Bipolaris euphorbiae............

5. REFERENCIAS. ...,

CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

ii

27
30
31
31

35
35
37
39
40
40
44

44

45
46
46
46
50
53
56

59

61
63
64
70



LISTA DE FIGURA E TABELAS

CAPITULO 2

Figura 1.

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Equipamento de fluxo continuo de ar usado para secagem do
material contendo 0 fUNQGO........occuueiiiiiiiii e
Esporulacao e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae
produzidos pelo método convencional de cultivo em meio
sblido e submetido a diferentes periodos de
INCUDAGCAOD. ....ce i
Esporulagédo e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae
produzidos no meio liquido e no meio sélido do sistema
bifasico, em diferentes periodos de incubacao..........................
Esporulagédo e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae
no meio solido do sistema bifasico, inoculado com diferentes
volumes de suspenséao fungica obtida a partir do cultivo em
meio liquido, ap6s 7 dias de incubacgao...........cccccvvvrrrrrrereeeennen.
Desdobramento da interacdo métodos de secagem versus
situacbes de avaliagdo, significativa para a viabilidade de
conidios de Bipolaris euphorbiae................ccueeieiiiiiiiiiiiiiiicnnns
Umidade perdida pelo material resultante do cultivo do fungo
em meio solido, apds o emprego de diferentes métodos de
Y= To3= Lo =] o  FON SRR
Desdobramento da interacdo métodos de obtencdo versus
situacées de avaliagdo, significativa para a viabilidade de
conidios de Bipolaris euphorbiae...............cccccceiiiiiceeeeieenncnnnne.

CAPITULO 3

Tabela 1.

Adjuvantes quimicos avaliados quanto a compatibilidade com
Bipolaris euphorbiae, para compor uma formulacao a base do

iii

Pagina

22

24

26

27

28

29

30

43



Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Toxicidade dos fotoprotetores NeoHeliopan  Hydro®,
NeoHeliopan AV® e NeoHeliopan E1000® para Bipolaris
euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo diversas
concentragdes dos pProdutos.........c.eeeeeveeeiiiiiiene e
Toxicidade dos fotoprotetores Tinosorb M®, Complexo de
filtros UVA/UVB e Eusolex 232®° e Eusolex 6007° para
Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo
diversas concentragdes dos produtos............eeeeeeeeeeeeiiiieeeeennnnn.
Toxicidade dos surfactantes Unitol L 20°, Ultranex NP 95° e
Tween 80° para Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de
cultura contendo diversas concentragdes dos produtos............
Toxicidade dos surfactantes Triton X-100® e Ultrol IT 80° para
Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo
diversas concentragdes dos produtos..........cceeeeeveeeeiiiiiieeeennnae
Toxicidade dos antiumectantes carbonato de célcio, talco e
carbonato de sbdio anidro para Bipolaris euphorbiae cultivado
em meio de cultura contendo diversas concentracdes dos
PFOAULOS. ...ttt
Toxicidade dos antiumectantes 6xido de magnésio, celulose
microcristalina e dioxido de silicio para Bipolaris euphorbiae
cultivado em meio de cultura contendo diversas
concentragdes dos Produtos.........c.eeeeveeeriiiririeeee e
Toxicidade dos espalhantes adesivos DuFol®, Agral® e
Energic® para Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de
cultura contendo diversas concentragdes dos produtos............
Toxicidade do espalhante adesivo Haiten® e do agente
adesivo PVP K-30® para Bipolaris euphorbiae cultivado em
meio de cultura contendo diversas concentragdes dos
PIOTULOS. ...t e e e e e e
Desdobramento da interagcdo condicées de armazenamento
versus periodo de avaliacao, significativa para a viabilidade
de conidios de Bipolaris euphorbiae...............ccccceeeeueeeneeennnnne.

v

47

48

51

52

54

55

57

58

59



Tabela 11. Sintomas de infecgcdo de Euphorbia heterophylla causados
pela pulverizacdo com a formulacéo de Bipolaris euphorbiae... 62



vi

OTIMIZACAO DA PRODUGAO MASSAL E FORMULACAO DE Bipolaris
euphorbiae VISANDO A OBTENGAO DE UM BIOHERBICIDA

RESUMO - O uso de bioprodutos como estratégia de controle de plantas daninhas,
pode apresentar varias limitacbes, principalmente quanto a produgdo massal e
formas de conservacdo do produto, sendo fundamental o desenvolvimento de
formulacbes adequadas e eficientes contra a planta alvo. O fungo Bipolaris
euphorbiae é considerado um potencial bioagente para o controle de Euphorbia
heterophylla, uma das plantas daninhas mais importantes da soja. O presente
trabalho teve por objetivos: 1) otimizar a producédo do fungo, em meio sélido e em
cultivo bifasico, determinando o periodo adequado de incubacéo; 2) determinar a
toxicidade de adjuvantes ao fungo e selecionar produtos para compor a formulagéo;
3) avaliar a viabilidade da formulacdo armazenada, ao longo do tempo, sob
temperatura ambiente e refrigeracdo e 4) avaliar a infectividade do fungo em E.
heterophylla, ap6s formulado. Para otimizar a produgdo do fungo, investigou-se a
influéncia do periodo de incubacdo e a quantidade de inéculo no cultivo bifasico. A
secagem dos conidios foi realizada em estufa sob varias temperaturas, fluxo laminar,
fluxo continuo de ar e camara asséptica em temperatura ambiente. Conidios secos
foram obtidos por peneiramento e utilizando moinho de bola, de martelo e moedor
de graos. Em todos os ensaios avaliou-se a viabilidade dos conidios e também a
esporulagdo no meio soélido e sistema bifasico. Em seguida, analisou-se a
compatibilidade do fungo com 7 fotoprotetores, 5 surfactantes, 6 antiumectantes e 5
espalhantes adesivos, usados nas concentracdes de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e 1%. Os
parametros avaliados foram: germinacao, crescimento vegetativo e esporulagao, e
com base neles foi feita a classificagcao toxicoldgica dos produtos. O cultivo do fungo
em meio solido, pelo periodo de 10 dias, proporcionou a melhor relagao
“esporulacdo com alta viabilidade versus tempo”, produzindo 8,3 x 10’ conidios g ™
substrato. No cultivo bifasico, a incubacado por 7 dias proporcionou 0s maiores
valores numéricos para esporulacdo em ambas as fases (meio liquido e meio
s6lido), totalizando 14 dias para producdo, com rendimento final de 3,7 x 10’ con. g
substrato. A quantidade de in6culo liquido ndo foi um fator determinante para
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aumentar a esporulagdo do fungo no meio soélido deste método de cultivo. A
secagem do material (substrato + fungo) em estufa a 55 e 60°C proporcionou
significativa redugéo na germinacao dos conidios, enquanto que o fluxo continuo de
ar, em temperatura ambiente, manteve a integridade das particulas e permitiu maior
perda de agua do material. A obtencdo seca dos conidios por meio de moagens
causou severos danos a integridade dos conidios, especialmente o moinho de bola.
O peneiramento foi 0 método mais apropriado, permitindo extrair conidios com alta
viabilidade. Dentre os adjuvantes testados para compor a formulacdo foram
selecionados o fotoprotetor Tinosorb M® a 1%, o surfactante Tween 80® a 0,1%, o
antiumectante di6xido de silicio a 1%, o espalhante adesivo Haiten® a 0,01% e o
polimero adesivo PVP K-30® a 0,1%. Para compor a formulagao, o antiumectante foi
adicionado ao p6é de conidios, sendo que esta mistura foi armazenada e
permaneceu viavel (94,9% de germinacao) apds 245 dias sob refrigeracdo. Em
temperatura ambiente houve uma reducdo de 64% na viabilidade dos conidios
armazenados, entre a primeira e Ultima avaliagdo. Sintomas tipicos de infeccéo
causados pelo fungo, como clorose, necrose foliar e murchamento e reducao de
18% na altura do caule, comprando-se com o tratamento controle, foram
observados. A formulagédo foi capaz de manter a infectividade do fungo para E.
heterophylla e pode representar um passo importante visando obter um bioproduto a
base de B. euphorbiae.

Palavras-chave: Producdo massal, secagem, extiracdo, compatibilidade,

armazenamento, infectividade.
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OPTIMIZATION OF MASS PRODUCTION AND FORMULATION OF Bipolaris
euphorbiae AIMING TO OBTAIN A BIOHERBICIDE

ABSTRACT - The use of bioproducts as a tactic to weed control has several
limitations especially with regard to mass production and product forms of
conservation, being fundamental to develop suitable and effective formulations
against the target plant. The fungus Bipolaris euphorbiae is considered a potential
bioagent to control Euphorbia heterophylla, one of the most important weeds in
soybeans. The present study aimed to 1) optimize the production of the fungus, in
solid and biphasic cultivation, determining the appropriate period of incubation, 2)
verify the fungus toxicity of adjuvants and select products to compound the
formulation, 3) evaluate the viability of the formulation stored, over time, at room
temperature and under refrigeration and 4) evaluate the infectivity of the fungus in E.
heterophylla after formulated. To optimize the production of the fungus, it was
investigated the influence of incubation period and the amount of inoculum in the
biphasic system. The drying of conidia was performed in a oven under varying
temperatures, laminar flow, continuous flow of air and aseptic chamber at room
temperature. Conidia drying were performed in oven under varying temperatures,
flow laminar, continuous air flow and aseptic chamber in room temperature. Dried
conidia were obtained through sieving and using ball mill, hammer mill and grain. It
was evaluated the conidia viability and the sporulation on solid medium and biphasic
system. Next, it was analyzed the compatibility of the fungus with sunscreens (7),
surfactants (5), anti-humectants (6) and spreaders-stickers (5), used at 0.01, 0.05,
0.1, 0.5 and 1%. The evaluated parameters were germination, vegetative growth and
sporulation and toxicological classification was determined. The best relation
“sporulation versus cultivation” in the solid medium was obtained after 10 days of
incubation, earning 8.3 x 107 conidia g'substrate. In biphasic system, the incubation
for 7 days provided the highest numerical values for sporulation in both phases (liquid
and solid medium), totaling 14 days for production, with yield of 3.7 x 107 con. g
substrate. The amount of liquid inoculum used in this system was not important for
increasing the production. The drying of material in a oven at 55 and 60°C provided a
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significant reduction in conidial germination, while the continuous flow of air, at room
temperature, maintained the conidia viability allowing more loss of humidity.
Obtaining conidia by grinding caused damage to the integrity of conidia, especially
the ball mill. The sieving provided to obtain pure conidia with high viability. Among the
adjuvants tested it was selected the sunscreen Tinosorb M® (1%), the surfactant
Tween 80° (0,1%), the anti-humectant silicon dioxide (1%), the spreader-sticker
Haiten® (0,01%) and the polymer adhesive PVP K-30°® (0,1%). To compose the
formulation, anti-humectant agent was added to the powder of conidia, and this
mixture was stored and remained viable (94.9% germination) after 245 days under
4°C. At room temperature, there was a 64% reduction in the viability of conidia stored
between the first and last evaluation. Typical symptoms of infection occasioned by
the fungus were observed, as chlorosis, leaf necrosis and wilting and 18% reduction
in stem height, comparing with the control treatment. The formulation was able to
maintain the fungus infectivity for E. heterophylla and may represent an important
step to obtain a bioproduct based on B. euphorbiae.

Keywords: Mass production, drying, extraction, compatibility, storage, infectivity



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1. INTRODUGCAO

As plantas daninhas sdo responsaveis por inumeros impactos negativos em
ecossistemas terrestres e aquaticos e constituem um fator limitante cada vez mais
significativo para a producao agricola (BARRETO, 2009). Interferéncias diretas e
indiretas nas atividades agropecuarias podem ser atribuidas a presenga de tais
plantas, entre as quais se destacam a competicdo por recursos como agua, luz,
nutrientes minerais e espago que afetam o crescimento, o desenvolvimento e a
produtividade da cultura, a depreciacdo da qualidade do produto colhido, a
intoxicacdo de animais domésticos, além de atuarem como hospedeiras alternativas
de pragas e nematdides. (PITELLI, 1987; AMARAL, 2006).

Em razdo das interferéncias mencionadas, o controle de plantas daninhas
assume importante papel no manejo de inUmeras culturas. As estratégias de
controle, por meios preventivos, mecanicos, quimicos ou biolégicos, devem estar
inseridas em um sistema de manejo integrado, de modo a interferir negativamente
no estabelecimento e competicdo destas plantas (BRACCINI, 2011). O uso de
herbicidas quimicos representa a principal ferramenta de controle em fungdo da
grande oferta de produtos, economia de mao-de-obra e rapidez da operacéao
(BURNSIDE, 1992; INOUE e OLIVEIRA Jr, 2011).

No entanto, o uso constante de determinado herbicida ou de produtos com o
mesmo mecanismo de agao exerce alta pressao seletiva, que aumenta o numero de
individuos tolerantes e a manifestacdo de bibdtipos resistentes dificultando assim o
controle (PONCHIO, 1997; INOUE e OLIVEIRA Jr, 2011). Além disso, ha problemas
de ordem ambiental associados a intensa utilizagdo de herbicidas quimicos.

A resisténcia de plantas daninhas a tais produtos pode ser considerada um
aspecto que vem incentivando pesquisas, durante a Ultima década, para o
desenvolvimento de bioherbicidas como método alternativo de controle.

A utilizacdo de bioherbicidas teve um inicio promissor no Brasil, com a
implementacéo, na década de 80, de um programa pioneiro de controle bioldgico
utilizando-se o fungo Bipolaris euphorbiae Muchovej e Carvalho 1989 para o controle



de Euphorbia heterophylla L., uma importante planta daninha que afeta
negativamente a soja e outras culturas (BARRETO e EVANS, 1998; NECHET;
BARRETO; MIZUBUTI, 2006; BARRETO, 2009). Por se tratar de um patdégeno
especifico, de grande agressividade, facil multiplicacdo e boa esporulagédo, B.
euphorbiae é considerado um potencial candidato para o controle biolégico desta
planta daninha que vem apresentando populagdes resistentes a herbicidas
inibidores de enzima acetolactato sintase (ALS).

No entanto, para viabilizar o uso de B. euphorbiae em programas de manejo
integrado de E. heterophylla é necessario desenvolver métodos de producdo do
fungo em grande quantidade e uma formulacdo que permita obter um bioproduto.

O desenvolvimento de uma nova e eficaz formulagdo microbiana nédo significa
uma simples mistura de inertes a determinado ingrediente ativo. Aspectos como o
tipo e caracteristicas do ingrediente ativo, caracteristicas do sistema produtivo
(condicbes de cultivo, sistema de secagem e obtencdo do ingrediente ativo), a
compatibilidade dos componentes da formulagdo com o patégeno e a estabilidade
deste durante o armazenamento, sao imprescindiveis para viabilizar o uso de
bioprodutos em campo (MORANDI e BETTIOL, 2009). A produgcdo massal do
bioagente de controle e principalmente a obtencao de formulagdes adequadas, sao
0s maiores desafios no desenvolvimento de bioprodutos (CONSOLO; SALERNO;
BERON, 2003; ALMEIDA; ROCHA; BATISTA FILHO, 2007; ELZEIN; KROSCHEL;
CADISCH, 2008).

O presente trabalho teve por objetivos otimizar a producao de B. euphorbiae
pelos métodos bifasico e convencional em meio sélido, determinar as pré-etapas de
formulacédo do fungo por meio da avaliagdo de métodos de secagem e obtencéo de
conidios, estabelecer o perfil de toxicidade de diversos adjuvantes ao fungo e avaliar
a manutencgéo da estabilidade do fungo associado aos componentes da formulagao

durante o armazenamento.

2. REVISAO DE LITERATURA

Euphorbia heterophylla L. (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como

amendoim-bravo ou leiteiro, dentre outras denominacbes, é frequentemente



encontrada como invasora de culturas economicamente importantes como milho,
cana-de-agucar, feijao e soja e ocupa a quarta posicao de frequéncia e ocorréncia
em todas as culturas brasileiras (VICENTINI; PENHA; FONSECA, 2010).

E uma das espécies mais preocupantes devido aos impactos econdmicos na
agricultura, especialmente na cultura da soja em que, atualmente, o Brasil € o0 2°
maior produtor mundial. O complexo agroindustrial da soja no pais é de grande
importancia jA que tem aproximadamente 7% de participagdo no produto interno
bruto (PIB) e cerca de 30% de participagao no PIB agricola (CONAB, 2011).

O amendoim-bravo possui um crescimento muito rapido e pode formar uma
densa cobertura sobre as plantas cultivadas, estabelecendo assim uma competicdo
por luz e nutrientes do solo, sobretudo no estadio de florescimento em que a soja
tem maior requisito nutricional (WILSON, 1981; NECHET; BARRETO; MIZUBUTI,
2006; BIANCO; PITELLI; CARVALHO, 2007). As sementes germinam durante quase
todo o ano, havendo periodos de maior intensidade no verdo (BRINGHENTI e
OLIVEIRA, 2011; VOLL et al., 2005). Pode ainda interferir na eficiéncia da colheita e
na qualidade da soja colhida, causando a fixagdo de impurezas, devido ao latex
produzido e aumento no teor de umidade do grao, bem como a quantidade de
contaminantes (WILLARD e GRIFFIN, 1993). Além disso, E. heterophylla € um
6timo alimento para o percevejo-marrom-da-soja Euschistus heros, uma das pragas
mais agressivas desta cultura, alimentando-se das duas espécies vegetais quando
ocorrem simultaneamente (PINTO e PANIZZI, 1994), além de poder atuar como
reservatério do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis causador do cancro
da haste da soja (GARRIDO e DHINGRA, 1997).

A dificuldade de controle de E. heterophylla é um dos aspectos que
preocupam os sojicultores, aléem do fato de que herbicidas eficazes tém alto custo e
necessitando de mais de uma aplicagao durante a safra (BARBOSA et al., 2002). Os
herbicidas quimicos inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) sdo um dos
mais importantes grupos atualmente comercializados (OLIVEIRA Jr, 2011) e
constituem a principal ferramenta para controle de E. heterophylla (VIDAL e
MEROTTO Jr, 2001). As imidazolinonas, sulfoniluréias, sulfonanilidas e
triazolopirimidinas sdo o0s principais grupos quimicos que inibem a ALS, enzima
responsavel pela catalase de uma das reagdes iniciais da via metabdlica de



producdo dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina (GAZZIERO et al., 1998;
VIDAL e MEROTTO Jr, 1999; CHRISTOFFOLETI; KEHDI; CORTEZ, 2001;
OLIVEIRA Jr, 2011).

Dentre a vasta gama de herbicidas disponiveis no mercado, o grupo B
(inibidores da ALS) € o que apresenta o maior numero de casos de resisténcia
documentados (TRANEL e WRIGHT, 2002). Segundo esses autores, alguns
aspectos levaram a essa situagao, tais como a) o uso repetitivo na agricultura, em
funcdo do amplo espectro de recomendagdes as mais diversas culturas; b) a alta
eficiéncia de controle, acarretando na producdo de sementes apenas dos bibtipos
resistentes; c) o prolongado efeito residual no solo, aumentando a pressao seletiva
para biotipos resistentes e d) a alta frequtiéncia inicial de bidtipos resistentes em
funcdo de caracteristicas genéticas. Em relacdo a este ultimo aspecto, Vargas,
Borén e Silva (2001) determinaram que, em E. heterophylla, a resisténcia a
herbicidas do grupo B é codificada por um gene dominante nuclear com dominancia
completa. Quando a resisténcia depende de um unico gene (monogénica) a
possibilidade de desenvolvimento de bibtipos resistentes é maior e mais rapida que
a dependente de mais de um gene (poligénica). Além disso, para a planta daninha
em questao, foram identificados bi6tipos com resisténcia multipla a inibidores da ALS
e da PROTOX (TREZZI et al., 2005) e ao glifosato (VIDAL et al., 2007).

Este contexto representa, portanto, uma oportunidade para a busca de
estratégias alternativas de controle desta planta daninha, sendo o controle biolégico
um dos mais discutidos e com potencial de utilizagdo. O objetivo desta estratégia
ndao € a erradicagdo de populagbes de espécies invasoras que ocorrem em
determinadas areas, mas sim a reducao de sua densidade populacional a niveis
aceitaveis ou subecondmicos (BARRETO, 2009). O termo bioherbicida se refere ao
uso de patdbgenos como agentes de controle de plantas daninhas, geralmente
aplicados por meio da estratégia inundativa, cujo objetivo é criar uma rapida
epidemia da doenca e levar as plantas a morte, pela aplicacdo de massivas doses
de inéculo do patégeno (BOYETCHKO et al., 2002; CRUMP; ASH; FAGANO., 1999).
A aplicacdo de herbicidas biol6gicos € similar aos herbicidas quimicos, o que os
tornam uma opcgao bastante atrativa ao desenvolvimento industrial (BARRETO,
2009; TESSMANN, 2011). Além deste aspecto técnico, a exigéncia cada vez maior



por produtos que oferegcam menores riscos a saude e ao meio ambiente, também
pode ser considerada atrativa do ponto de vista industrial.

Dentre os patdégenos passiveis de utilizacdo, o fungo Bipolaris euphorbiae
Muchovej e Carvalho 1989, inicialmente identificado como Helminthosporium
euphorbiae, € considerado um candidato ideal para o controle biolégico de E.
heterophylla, por se tratar de um patégeno especifico, de facil multiplicacdo em
laboratério e apresentar grande capacidade de esporulagdo. Em condicbes ideais é
capaz de provocar manchas necréticas no caule e nas folhas, clorose, anormalidade
no crescimento, necrose e murchamento, podendo evoluir para o total
desfolhamento e morte da planta (ZILLINSKY, 1984; HARBORNE, 1993).

Os sintomas apresentados sdo ocasionados pela agcao de uma fitotoxina,
ainda nao identificada, produzida pelo fungo durante o processo de infeccdo. O
exato mecanismo pelo qual a infeccdo se estabelece ndo foi totalmente
compreendido, mas investiga-se a possibilidade de envolver complexas mudancas
bioquimicas no interior da planta hospedeira (HARBORNE, 1993).

Varios sao os trabalhos que investigaram o potencial do fungo como agente
de biocontrole desta importante planta daninha, obtendo-se resultados promissores
quanto a reducao do desenvolvimento da planta e em alguns casos, alcangando
elevados indices de mortalidade (YORINORI, 1985; GAZZIERO et al., 1989;
MARCHIORI et al.,, 2001). A associacdo do fungo com herbicidas quimicos
comumente utilizados na cultura da soja também vém sendo investigada, em
estudos de compatibilidade, visando incrementar o controle de E. heterophylla
(GAZZIERO e YORINORI, 1988; NEMOTO et al., 2002; NECHET; BARRETO;
MIZUBUTI, 2006).

O programa pioneiro de controle biolégico de plantas daninhas no Brasil foi
realizado na Embrapa Soja - CNPSo, nos anos de 1980-1981, e visava o
desenvolvimento de um micoherbicida a base de B. euphorbiae para o controle de E.
heterophylla. Apesar do inicio promissor, os trabalhos foram interrompidos por
limitac6es verificadas para os isolados disponiveis do fungo, pelo fechamento
temporario do mercado em razao do langamento de herbicidas quimicos com boa
acao contra a planta e por fim, por mudangcas de prioridades de pesquisa na
instituicdo (NECHET; BARRETO; MIZUBUTI, 2006; BARRETO, 2009). Entretanto,



em razao de questdes ja comentadas, como a ocorréncia de populagdes resistentes
e preocupacgdes de ordem ambiental, a planta ganhou novamente importancia.

A utilizacdo de produtos biolégicos em programas de manejo agricola ainda
enfrenta algumas limitacbes no que diz respeito a producdo massal e formas de
conservacdo do produto, sendo fundamental o desenvolvimento de formulagdes
(ALMEIDA; ROCHA; BATISTA FILHO, 2007). O desafio nesse sentido € a obtencao
de produtos estaveis durante 0 armazenamento. A estabilidade por 12-18 meses em
temperatura ambiente € um requisito minimo para aumentar a competitividade no
mercado (RAMEGOWDA, 2005).

Com relagdo a producdo massal de B. euphorbiae, trabalhos foram
desenvolvidos visando determinar as condigdes fisicas e exigéncias nutricionais
ideais, além de métodos e meios de cultivo adequados, de baixo custo e facil
obtencao (PENARIOL et al., 2008; MORAES, 2009)

A formulacdo é a maneira de apresentar o ingrediente ativo em uma forma
fisica mais efetiva, que se inicia com a producao do patégeno e segue com a adicao
de produtos (adjuvantes) que visam: a) estabilizar o agente bioldégico durante o
armazenamento; b) facilitar o manuseio e aplicagdo do produto; c) proteger o
bioagente contra fatores ambientais adversos, aumentando sua persisténcia no
ambiente; d) aumentar a atividade do patégeno, incrementando sua reproducéo,
contato e interacdo com a praga-alvo (JONES e BURGES, 1998; MORENTINI e
MELO, 2007; ALMEIDA et al., 2008). Sob esse aspecto, considera-se importante
encontrar adjuvantes compativeis ao patdégeno e que promovam melhorias em uma
ou mais caracteristicas essenciais para o estabelecimento da interagdo antagonista
(FRAVEL; CONNICK; LEWIS, 1998).

Dentre os adjuvantes que vém sendo pesquisados para formulagcbées de
micohebicidas, destacam-se os surfactantes, que adicionados a calda promovem a
suspensao, dispersao, incremento da deposi¢cao, molhamento, adesdo e retencéo
dos conidios, aumentando a toxicidade sobre o alvo (COSTA et al.,, 2003) e os
fotoprotetores que conferem protecéo contra a radiacdo UV, especialmente a UVB
de maior interesse bioldgico por causar danos severos aos fungos (EDGINGTON et
al., 2000).



Apesar do potencial e éxito inicial de varios bioherbicidas formulados, as
expectativas pouco realistas de mortalidade das plantas daninhas, além da questao
da vida util do produto e a competitividade por preco, comparado aos herbicidas
quimicos, tém levado, em parte, a queda do desenvolvimento e eventual abandono
de alguns potenciais candidatos a bioherbicidas (WATSON et al., 2000).

O primeiro bioproduto registrado nos Estados Unidos foi o Devine®, uma
formulacdo liquida composta por clamidésporos do fungo Phytophthora palmivora
para controle de Morrenia odorata em citrus, produzindo nivel de controle de 90 a
100% com apenas uma aplicacdo (CHARUDATTAN, 1991; TESSMANN, 2011).
Apesar da eficiéncia, o produto ndo apresenta grande estabilidade e sob refigeracédo
possui uma vida 0til de apenas 6 semanas e por essa razao é produzido somente
mediante pedidos antecipados (TeBEEST e TEMPLETON, 1985). Outro exemplo é o
CoIIego®, bioherbicida usado para o controle de Aeschynomene virginica
(angiquinho) em cultura de arroz e soja. O produto consiste em uma formulagéo
seca composta por esporos do fungo Colletotrichum gloeosporioides f. sp.
aeschynomene, (TeBEEST e TEMPLETON, 1985) e vem apresentando niveis de
controle acima de 90% (TESSMANN, 2011). E comercializado como um p6é molhavel
e para uso deve ser reidratado gradualmente e misturado a uma quantidade pré-
embalada de agucar que atua como fonte de nutrientes (ROSSKOPF,;
CHARUDATTAN; KADIR, 1999).

Casst® e Biomal® sdo outros dois bioherbicidas, um a base de Alternaria
cassia, visando o controle de Cassia obtusiflora, planta daninha da soja e do
algodao nos EUA e o outro a base de Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae,
para controle de Malva pusilla em varias culturas, respectivamente. Embora tenham
apresentado resultados eficientes para o controle das respectivas plantas, os
produtos ndo estdo mais disponiveis comercialmente (TESSMANN, 2011).

A qualidade dos bioprodutos disponiveis nem sempre € adequada,
dificultando a implantagdo em programas de controle em maior escala. No Brasil, de
modo geral, a producdo em larga escala dos agentes biolégicos € realizada com
baixo nivel tecnolégico devido a deficitaria infra-estrutura disponivel e pelo fato da
maioria dos produtos nao ser submetida a estudos de pré-formulacao, formulacao e



controle de qualidade, o que compromete sua eficiéncia e amplia as possibilidades
de estudos nesta area. (MORANDI e BETTIOL, 2009)
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CAPITULO 2 - PADRONIZACAO E OTIMIZACAO DE PRE-ETAPAS PARA
FORMULACAO DE BIOHERBICIDA A BASE DE Bipolaris euphorbiae

RESUMO - Viabilizar o uso de bioprodutos implica buscar processos adequados
para producdo massal e formulagdo de agentes bioldgicos. Neste trabalho,
objetivou-se otimizar a producado de Bipolaris euphorbiae em meio sélido e em
sistema bifasico, e determinar os processos de secagem e obtengdo de conidios.
Investigou-se a influéncia do periodo de incubacdo e do volume da suspensao
fungica. A secagem dos conidios foi realizada em estufa sob varias temperaturas,
fluxo laminar, fluxo continuo de ar e camara asséptica em temperatura ambiente.
Conidios secos foram obtidos por peneiramento e moagem em diferentes tipos de
moinhos. Avaliou-se a viabilidade dos conidios e a esporulacdo em meio sélido e
sistema bifasico. A melhor relacdo “esporulacao versus periodo de cultivo” no meio
sélido foi obtida apés 10 dias de incubacdo, rendendo 8,3 x 10’ conidios g
substrato. O sistema bifasico ndo incrementou a esporulagdo do fungo (4,5 x 10’
conidios g substrato) cultivado por 14 dias e o volume de suspensao fingica usado
neste sistema nao foi determinante para incrementar a producdo. O fluxo continuo
de ar foi considerado o mais satisfatorio do ponto de vista do controle bioldgico, pois
permitiu maior perda de umidade (62,6%) com alta viabilidade (94,6%). A moagem
reduziu a germinacdo dos conidios, enquanto o peneiramento proporcionou a

obtencéo de conidios em pd com alta viabilidade (94,8%).

Palavras-chave: producao massal, secagem, obtencéo de conidios
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CHAPTER 2 - STANDARDIZATION AND OPTIMIZATION OF STEPS TO
FORMULATE A BIOHERBICIDE BASED ON Bipolaris euphorbiae

ABSTRACT - To make possible the use of bioproducts implies in the search for
appropriate procedures to ensure mass production and formulation. This study aimed
to optimize the production of Bipolaris euphorbiae in solid and biphasic system, to
determine the drying processes, as well as obtaining of conidia. It was investigated
the influence of incubation period and the amount of inoculum. The drying of conidia
was performed in a oven under varying temperatures, laminar flow, continuous flow
of air and aseptic chamber at room temperature. Dried conidia were obtained through
screening and using different grind types. It was evaluated the conidia viability and
the sporulation on solid medium and biphasic system. The best relation “sporulation
versus cultivation” in the solid medium was obtained after 10 days of incubation,
earning 8.3 x 107 conidia g 'substrate. The biphasic system did not increase the
fungus sporulation (4.5 x 10" conidia g 'substrate) cultivated during 14 days and the
amount of liquid inoculum used in this system was not determinant for increasing the
production. The continuous air flow was considered the most satisfactory from the
standpoint of biological control because it allowed more moisture loss (62.6%) with
high viability (94.6%). Grinding reduced the germination of conidia, whereas the
screening provided to obtain pure conidia with high viability (94.8%).

Keywords: Mass production, drying, obtaining of conidia
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1. INTRODUCAO

Em ambientes agricolas, plantas daninhas competem direta e indiretamente
com as culturas economicamente importantes, reduzindo a sua produtividade,
interferindo nas operagdes de colheita e atuando como hospedeiras alternativas
para insetos-pragas e patégenos, além de afetar a qualidade do produto colhido
(BARRETO, 2009). A interferéncia destas plantas € responséavel por reduzir em 30 a
40% a producéo agricola nos tropicos (LORENZI, 2000) e constitui a maior barreira a
producéo de alimentos em muitas regides do mundo

Euphorbia heterophylla L. (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como
leiteiro ou amendoim-bravo, é uma das plantas daninhas mais temidas pelos
produtores de soja, em fung¢do dos danos ocasionados e da dificuldade de controle,
que é realizado, principalmente por herbicidas inibidores das enzimas acetolactato
sintase (ALS) e protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) (VIDAL e MEROTTO Jr,
2001).

O uso recorrente de determinados herbicidas ou mecanismos de acao numa
mesma area tem levado a selecdo de populagcbes resistentes a certos grupos
quimicos e consequentes falhas no controle. Para a planta daninha em questao,
foram identificados bio6tipos resistentes aos inibidores de ALS, e com resisténcia
multipla a inibidores da ALS e da PROTOX (TREZZI et al., 2005) e ao glifosato
(VIDAL et al., 2007). Além disso, problemas de ordem ambiental como a
contaminacao de alimentos, solo, agua, desequilibrios bioldgicos, intoxicagdo de
agricultores, entre outros, também sdo consequéncias do uso intensivo e
indiscriminado de pesticidas quimicos.

Situagdes dessa natureza ampliam as perspectivas do uso de agentes
biol6gicos para o controle de plantas daninhas dentro de uma tendéncia mundial
pela busca de sistemas alternativos de controle, que sejam, ao mesmo tempo,
eficazes, econbmicos e menos agressivos ao meio ambiente. O emprego de
bioherbicidas representa um componente estratégico dos programas de manejo
integrado de plantas daninhas, sendo o fungo Bipolaris euphorbiae Muschovej e
Carvalho, um agente potencial para o controle biolégico de E. heterophylla. Esse
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fungo pode causar, em condicoes ideais, epifitotia, severa desfolhacdo, danos ao
caule e morte do hospedeiro (BARRETO e EVANS, 1998).

Entretanto, ainda existem limitagdes que inviabilizam o uso de bioprodutos em
campo, especialmente no que diz respeito a produgédo em larga escala e formas de
conservacao do produto, sendo fundamental o desenvolvimento de formulagdes.

A producdo massal, a baixo custo e sob condicbes controladas, representa
uma fase importante, visando garantir a obtencdo de grandes quantidades do
patégeno (LIMA; SOARES; BARRETO, 2010). Segundo PENARIOL et al. (2008), a
introducédo de B. euphorbiae em programas de manejo integrado de E. heterophylla
€ dependente da producdo de conidios em larga escala; para viabilizar esta
producdo os autores investigaram meios liquidos e soélidos, obtidos de graos e
derivados e residuos agroindustriais. Combinacdes destes substratos também foram
avaliadas, visando incrementar a producao do fungo em meio sélido e em sistema
bifasico de cultivo (MORAES, 2009). Contudo, o cultivo do fungo por este sistema
nao incrementou a producdo, sugerindo o autor que tal resultado pode ser
consequéncia do periodo de incubacao ou quantidade de inéculo liquido usado para
semear o meio solido. No entanto, tais aspectos precisam ser investigados.

No processo de produgdo de um bioproduto, a secagem e obtencdo das
unidades infectivas constituem importantes pré-etapas para a formulagdo. Manter o
patdégeno em uma fase infecciosa, porém fisiologicamente dormente, segura e de
facil aplicacao é fundamental. A chave para prolongar a sua sobrevivéncia € parar a
germinacdo e reduzir a0 maximo possivel o metabolismo (HORACZEK e
VIERNSTEIN, 2004). Para isso, ha a necessidade de extrair a agua, de modo que os
conidios permanegcam com um teor de umidade de 5 a 10%, e posteriormente seja
realizada a extragdo dos conidios do substrato (SILVA e MELLO, 2007).

Considerando a importancia de desenvolver estudos visando a obtengao de
bioherbicidas, o presente trabalho teve por objetivos otimizar as condi¢cbes para a
producao massal de B. euphorbiae em cultivo convencional em meio sélido e em
cultivo bifasico, e determinar os processos adequados de secagem e obtencdo de

conidios, priorizando a manutencgao da viabilidade destes.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Fungo

Foi utilizado o isolado FCAV # 569 de B. euphorbiae, obtido por
pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa em Soja da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/CNSo0) e mantido estocado em tubos de ensaio
contendo o meio de batata-dextrose-agar (BDA), sob refrigeracao, no laboratério de
Microbiologia do Departamento de Produgdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agraérias e Veterinarias (FCAV), Unesp.

Para utilizacdo nos ensaios, o fungo foi cultivado em placas de Petri contendo
o meio minimo de PONTECORVO et al. (1953), modificado por PENARIOL et al.
(2008), com a adicéo de peptona e substituicdo de glicose por amido, e mantido a 25
+ 0,5 °C por 10 dias e fotoperiodo de 12 horas.

2.2. Influéncia do periodo de incubacao na producao de Bipolaris euphorbiae

Foram conduzidos ensaios para investigar a influéncia do periodo de
incubagédo do fungo em meio solido e no meio liquido do cultivo bifasico, visando

obter, em menor tempo, maior esporulacao com alta viabilidade.
2.2.1. Cultivo em meio sélido

O meio utilizado para produgcdo do fungo foi composto pela mistura dos
substratos casca de soja e sorgo em grao (60:40) na quantidade de 50 g (peso seco)
(MORAES, 2009). Para o preparo dos substratos, a casca de soja foi embebida em
agua destilada, na proporgédo 1:3 (p v''), durante 15 minutos e posteriormente coada
para remocao do excesso de agua. O sorgo foi cozido em agua destilada fervente,
na mesma proporgdo acima, por cinco minutos em fogo brando e posteriormente
coado. A mistura entre os substratos foi feita em peso Umido (g g'), na proporgao
indicada e colocada em frascos erlenmeyers e autoclavados a 121°C e 1 Kgf cm™
por 40 minutos.
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A inoculacao do fungo foi feita pela transferéncia, com auxilio de agulha de
niquel-cromo, de 3 discos de 8 mm de diametro retirados de colbnias crescidas em
meio minimo durante 10 dias. Os frascos foram mantidos a 25 + 0,5°C e fotoperiodo
de 12 horas, por periodo de 5 a 14 dias.

2.2.2. Cultivo em sistema bifasico

Para este ensaio o meio liquido utilizado foi composto por melaco de cana-de-
aclicar na concentracdo de 8% (v v''), obtido por diluicdo em agua destilada e o
meio sélido, pela mistura de casca de soja e sorgo em gréo (60:40) (MORAES,
2009) que foram preparados conforme descrito no item 2.2.1.

O meio liquido, na quantidade de 100 mL, foi disposto em erlenmeyers e
autoclavado a 121°C e 1 Kgf cm™ por 20 minutos. A inoculacdo do fungo se deu
conforme descrito no item anterior, e a incubacao foi realizada por 3 a 10 dias, sob
as condicdes de temperatura e fotoperiodo ja mencionados anteriormente. Apés o
periodo determinado, a massa micelial formada foi triturada em mixer vertical SB 40
Black e Decker® por 3 segundos e em seguida coada em peneira com malha de 1
mm obtendo-se uma suspensao de conidios e fragmentos de micélio (MACHADO et
al., 2010). Esta suspenséao foi usada para semear o meio sélido na quantidade de 3
mL por frasco (MACHADO et al., 2010). Em seguida, as culturas foram mantidas a
25 £ 0,5°C e fotoperiodo de 12 horas, por periodo de 5 a 10 dias.

2.2.3. Avaliacao

No final de ambos os ensaios foram avaliadas a producgao e viabilidade dos
conidios. Para tanto, foram retiradas amostras contendo 1 g de substrato + fungo
sendo este material transferido para tubos de ensaio contendo 9 mL de uma solugéo
de Tween 80° (0,1% v v''). Os tubos foram vigorosamente agitados e as suspensdes
obtidas, utilizadas para determinar o numero de conidios produzidos, com auxilio da
camara de Neubauer. A viabilidade dos conidios foi avaliada em microcultivo e
exame direto em lamina ao microscépio, de acordo com metodologia descrita por

FRANCISCO et al. (2006). Em laminas de microscopia esterilizadas foram
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previamente marcados trés campos e a superficie recoberta com 4 mL de meio
minimo. Na regido do meio de cultura correspondente a cada campo foi inoculado
0,1 mL da suspensado fungica, obtida conforme descrito acima, e as culturas
incubadas a 25 + 0,5°C por 7 horas. Apds esse periodo, o processo de germinacao
foi interrompido, pingando-se uma gota de corante [1 mL de solucdo estoque (1 g de
azul de metileno em 20 mL de acido latico) adicionada em 29 mL de acido latico] em
cada campo. Foram observados 150 conidios por campo, entre germinados e nao
germinados, estabelecendo-se uma relagao, em porcentagem, de conidios viaveis.

Determinou-se também a producéo e viabilidade dos conidios formados em
meio liquido, coletando-se 1 mL da suspensdo usada para semear o meio sélido no
sistema bifasico de producéo.

2.3. Influéncia do volume de suspensao de Bipolaris euphorbiae para producao
em sistema bifasico

Visando incrementar o rendimento deste método de producado, a suspensao
fungica proveniente do cultivo em meio liquido e preparada conforme ja descrito, foi
inoculada no meio sdélido nas quantidades de 1; 3; 5; 7 e 9 mL. Os frascos foram
mantidos a 25 £ 0,5°C e fotoperiodo de 12 horas. Apds incubacgéo, pelos tempos
definidos no ensaio de cultivo em sistema bifasico, foram avaliadas a producéo e
viabilidade dos conidios, conforme ja descrito.

2.4. Secagem de conidios de Bipolaris euphorbiae

O meio sélido contendo o fungo crescido foi submetido a diferentes condicoes
de secagem, até massa constante, visando manter a integridade dos conidios. As
condi¢cOes avaliadas foram: a) estufa nas temperaturas de 30; 35; 40; 45; 50; 55 e
60°C; b) fluxo laminar em temperatura ambiente; c) temperatura ambiente em
camara asséptica; d) temperatura ambiente sob fluxo continuo de ar (pressao de 3,5
+ 0,3 Kgf cm® e vazdo de 15 L min™) em equipamento construido para tal finalidade
(Figura 1), totalizando 10 tratamentos.
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Figura 1- Equipamento de fluxo continuo de ar usado para secagem do material contendo o
fungo. (A) Equipamento mostrando: 1- fonte de ar comprimido (compressor) e 2- fluxdémetro;
(B) Detalhe da parte superior do equipamento, mostrando saidas de ar com filtro; (C)
Detalhe da parte interna do equipamento, mostrando a serpentina perfurada; (D) Peneira,
que é colocada sobre a serpentina e (E) Peneira com material seco (fungo + meio sélido)
retirado do equipamento.

Exceto para o fluxo continuo de ar, em que foi usado um recipiente integrado
ao equipamento de secagem (peneira), o material foi disposto em bandejas de
plastico previamente desinfetadas com alcool 96 °GL. A temperatura ambiente foi
monitorada e variou de 24 a 27°C durante os ensaios.

Foi avaliada a viabilidade dos conidios antes e apds o0s processos de
secagem, e a perda de agua. Para este ultimo parametro foi estabelecida uma
relagdo, em porcentagem, entre o peso inicial e final do material avaliado. Para a
avaliacao da viabilidade, em ambas as situacdes, foram preparadas suspensodes
contendo 1 g de material (meio sélido + fungo) e 9 mL de solugdo de Tween 80°
(0,1% v.v") e o teste executado conforme metodologia descrita por FRANCISCO et
al. (2006).
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2.5. Obtencao de conidios de Bipolaris euphorbiae

O meio contendo o fungo crescido e seco, de acordo com metodologia
determinada no item anterior, foi submetido a trés processos de moagem e ao
simples peneiramento, para obtengdo de conidios. Considerando a natureza dos
substratos soélidos utilizados para a producao do fungo, a obtencéo se caracterizou
pela reducao destes a um po fino, exceto no peneiramento cujo objetivo foi extrair os
conidios dos substratos.

Para obtencdo de um po6 fino, foram utilizados: a) moinho de bola Marconi,
modelo MA-350, com céamara fechada; b) moinho de martelo MR (Metalurgica
Roma), modelo MR-320, contendo 4 martelos e 1 peneira de 1 mm e ¢) moedor de
graos Arbel, modelo MCF-55. Para extrair os conidios foi utilizada uma peneira com
malha de 1 mm, fechada e agitada manualmente por 10 minutos. Em seguida, a
massa obtida foi submetida a peneira com malha de 0,25 mm para remogéao de
impurezas. No método de obtencdo de conidios por meio do moinho de bola, o
material foi colocado em uma cuba de moagem e mantido sob batidas intermitentes
por 1 minuto. No moedor de graos, o mancal de regulagem foi ajustado de modo que
as moendas proporcionassem a redugdo do material a um pd fino. Para isso, a
moagem foi realizada duas vezes consecutivas.

Foi avaliada a viabilidade dos conidios antes e ap6s cada um dos métodos de
obtencao testados. As suspensdes obtidas em ambas as situagcdes foram compostas
por uma amostra de 1 g de material seco antes da moagem e 1 g de p6 obtido apds
0s respectivos processos de moagem, sendo em seguida transferidas para tubos de
ensaio contendo 9 mL de solucdo de Tween 80° (0,1% v v'). Para os conidios
extraidos por peneiramento usou-se 0,1 g diluido em 9,9 mL de solu¢do de Tween
80° (0,1% v v'). O teste foi executado conforme metodologia descrita por
FRANCISCO et al. (2006).

2.6. Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados no delineamento inteiramente casualizado

(DIC) com 4 repeticées por tratamento. Os dados foram submetidos a anélise de
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variancia pelo teste F e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. Os ensaios de secagem e obtencdo de conidios foram analisados
utilizando-se um esquema fatorial com dois fatores: métodos de secagem versus
situacdo de avaliacdo (antes e ap6s a secagem), e métodos de obtencdo versus
situacao de avaliacdo (antes e apdés a obtencdo). Para execucédo das anélises
estatisticas foi utilizado o programa ESTAT (1997), verséao 2.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Influéncia do periodo de incubacao na producao de Bipolaris euphorbiae

Tanto na producdo convencional em meio solido, como nas fases liquida e
sélida do sistema bifasico, ndo houve influéncia do periodo de incubagdo na
viabilidade dos conidios produzidos (p = 0,05), cuja germinacado manteve-se maior
que 97% em todos os tratamentos (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Esporulacao e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae produzidos
pelo método convencional de cultivo em meio solido e submetido a diferentes
periodos de incubagao

Periodo de incubacéo Esporulacao Viabilidade
(dias) (x 10" con. g substrato) (%)
5 1,7B 97,5A
6 2,4 AB 98,3 A
7 4,7 AB 97,9 A
8 5,4 AB 99,4 A
9 6,7 AB 99,1 A
10 8,3 AB 98,8 A
11 7,3 AB 99,5A
12 7,0 AB 99,5 A
13 8,0 AB 99,4 A
14 8,9 A 99,4 A
Teste F 2,52* 2,91*
CV (%) 31,09 0,89

Médias originais, porém andlise de variancia realizada com dados transformados em log (x+1) e arc senyx/100,
para esporulagédo e viabilidade, respectivamente. Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na
coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05). NS nao significativo, * significativo a 5% de
probabilidade, CV coeficiente de variagao.



25

Sob cultivo convencional, a esporulacdo do fungo apdés 14 dias de cultivo
diferiu significativamente apenas da obtida com 5 dias de incubagéo, apresentando o
maior valor para este parametro (8,9 x 10’ conidios g de substrato) (Tabela 1).

Tendo em vista a producdo massal do fungo e obtengdo de grande
quantidade de conidios, pode-se considerar que a incubacéo por 10 dias apresenta
a relacao “esporulacdo com alta viabilidade versus periodo de incubacao” mais
aplicavel. Isso porque, considerando os dados obtidos (Tabela 1), teoricamente num
periodo de 30 dias, mantendo a incubacao do fungo por 10 dias, seriam realizados 3
ciclos de producéo, rendendo ao final 24,9 x 107 con. g’ de substrato. Utilizando o
periodo de incubacdo de 14 dias, que proporcionou maior valor numérico para
esporulacédo neste ensaio, em 30 dias seriam gerados 2 ciclos com rendimento final
de 17,8 x 107 con. g de substrato. A média diaria de esporulagao obtida na primeira
situacdo hipotética seria 32% maior, justificando ser este o periodo indicado para
producao do fungo.

A esporulagdo obtida sob tal condicdo (8,3 x 10’ con. g de substrato) foi
maior do que a observada por MORAES (2009) que nas mesmas condi¢des obteve
2,3 x 10" con. g de substrato.

Sistemas de producdo em cultura liquida submersa sdo amplamente
utilizados para producdo massal de bioherbicidas (CHURCHILL, 1982; STOWELL,
1991) e para B. euphorbiae a esporulagdo no meio liquido, sem agitacdo e por
diferentes periodos de incubacdo, foi da ordem de 10° conidios mL™" (Tabela 2).
Baseado na andlise dos dados e considerando que o fungo produzido nesta fase foi
usado como indéculo para a segunda etapa do cultivo bifasico, optou-se em
selecionar o periodo de incubacédo de 7 dias, no qual observou-se o maior valor
numeérico (6,1 x 10° con. mL™") de esporulacéo do fungo.

No cultivo em meio solido, a incubagéo por 7 dias proporcionou o maior valor
numérico de esporulagdo, embora sem diferir dos demais tratamentos (p = 0,05),
exceto 5 dias de incubacdo (Tabela 2). Os dados obtidos sugerem que a producao
de B. euphorbiae pelo sistema bifasico de cultivo demandaria o total de 14 dias,
enquanto que MORAES (2009) utilizou 17 dias
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Tabela 2 - Esporulacao e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae produzidos
no meio liquido e no meio sélido do sistema bifasico, em diferentes periodos de
incubagao.

Periodo de Meio liquido Meio sélido’
incubacao Esporulagcdo  Viabilidade Esporulacao Viabilidade
(dias) (x 10° con. mL™") (%) (x 10" con. g™ (%)
3 1,9B 99,5 A - -
4 4,0 AB 99,7 A - -
5 3,8 AB 99,8 A 1,0B 98,9 A
6 5,1 AB 99,8 A 2,2 AB 99,2 A
7 6,1 A 999 A 45A 98,7 A
8 4,8 AB 99,7 A 40A 98,7 A
9 5,1 AB 99,4 A 3,2A 98,9 A
10 5,0 AB 99,3 A 3,7A 98,8 A
Teste F 2,44* 3,1 5,86** 2,63"°
CV (%) 30,23 0,24 24,3 0,24

" Inéculo obtido apds 7 dias de incubagdo em meio liquido. Médias originais, porém andlise de variancia
realizada com dados transformados em log (x+1) e arc sen Vx/100, para esporulagdo e viabilidade,
respectivamente. 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 1% e a 5% de probabilidade, respectivamente.
CV coeficiente de variagao.

3.2. Influéncia do volume de suspensao de Bipolaris euphorbiae usada na fase

solida do sistema bifasico

A esporulacéo foi significativamente maior quando os volumes de 5,7 e 9 mL
de suspensado fangica foram usadas para semear o meio sélido (Tabela 3).
Entretanto, o volume de suspenséo nao pode ser considerado um fator responsavel
pelo incremento da esporulagdo do fungo pelo sistema bifasico, visto que, mesmo
usando o maior volume (9 mL), a producéao de conidios foi 28,9% menor do que a
obtida em meio sdélido pelo sistema convencional, em 10 dias (Tabela 1). Além disso,
semeando-se o substrato contido em 3 frascos com 3 mL de inéculo em cada um,
teoricamente seria possivel obter a producéo total de 8,7 x 10’ con. g substrato™,
maior do que a obtida (5,9 x 10 con. g substrato') semeando o substrato de
apenasi frasco com 9 mL (Tabela 3). Do ponto de vista industrial este € um
importante aspecto a ser considerado.
Comparando-se o método convencional de producdo do fungo no meio sélido e a
producao pelo sistema bifasico (Tabelas 1 e 2), a melhor relacao esporulagao versus
periodo de incubacédo foi obtida no método convencional, que além de reduzir o
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tempo de incubagéo, proporcionou maior esporulagdo do fungo. Possivelmente, o
processo de retirada dos discos de 8 mm das placas contendo o fungo seja menos
agressivo do que a trituracdo da massa micelial no meio liquido, permitindo mais
rapida e eficiente colonizagcdo do meio sélido. Cabe ressaltar que o processo de
producdo em meio soOlido empregado atualmente no pais é simples e pouco
automatizado, porém eficiente e de custo compativel com a estrutura produtiva
nacional (MORANDI e BETTIOL, 2009).

Tabela 3 - Esporulacéo e viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae no meio
sélido do sistema bifasico, inoculado com diferentes volumes de suspensao fungica
obtida a partir do cultivo em meio liquido, apds 7 dias de incubacao.

Volume de suspensao Esporulacao Viabilidade

(mL) (x 10" con. g7) (%)

1 1,5C 98,7 A

3 29B 99,0 A

5 3,6 AB 98,9 A

7 4,1 AB 98,8 A

9 59A 98,8 A

Teste F 13,17** 0,73"°
CV (%) 13,7 0,91

Médias originais, porém andlise de variancia realizada com dados transformados em log (x+1) e arc senvVx/100)
Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p 2
0,05). NS néo significativo, ** significativo a 1% de probabilidade, CV coeficiente de variacdo

3.3. Secagem de conidios de Bipolaris euphorbiae

A andlise de variancia evidenciou que a interagdo dos fatores métodos de
secagem versus situacao de avaliacdao foi significativa (F= 48,80**) e o
desdobramento desta interacéo (Tabela 4) permitiu avaliar o efeito sobre os conidios
do fungo. A taxa de germinagdo manteve-se acima de 98% em todos os tratamentos
antes da submissdo aos métodos de secagem, garantindo homogeneidade das
amostras.

Os efeitos mais expressivos da influéncia do método de secagem sobre os
conidios do fungo foram obtidos em estufa a 55 e 60°C, havendo uma reducéo de 26
e 73% na germinacao, respectivamente. Para os demais métodos, em geral, a

integridade dos conidios foi preservada apdés a secagem, mantendo a viabilidade
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maior que 94% (Tabela 4), valor considerado satisfatério do ponto de vista do

controle de qualidade.

Tabela 4 - Desdobramento da interacdo métodos de secagem versus situacbes de
avaliagdo, significativa para a viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae

Métodos de Viabilidade dos conidios (%) Teste F
secagem Situacao de avaliacao este
Antes da secagem Apbs a secagem

Fluxo laminar’ 99,6 Aa 99,1 ABa 0,72"%°
Fluxo continuo de ar’ 98,9 Aa 94,6 Bb 9,13**
Camara asséptica’ 98,9 Aa 98,7 ABa 0,08N°
Estufa a 30°C 98,9 Aa 99,4 Aa 0,01N
Estufa a 35°C 98,4 Aa 97,3 ABa 0,748
Estufa a 40°C 99,2 Aa 99,4 Aa 0,048
Estufa a 45°C 98,6 Aa 99,2 Aa 0,02M°
Estufa a 50°C 99,3 Aa 96,9 ABb 5,52*
Estufa a 55°C 98,9 Aa 72,9 Cb 97,82**
Estufa a 60°C 99,2 Aa 26,2 Db 473,65
Teste F 0,39 "° 98,56** -

'Sob temperatura ambiente. Médias com valores originais, mas andlise realizada com dados transformados em
arc sen Vx/100. Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna ou miniscula na linha, n&o diferem entre si
pelo teste de Tukey (p = 0,05) NS nao significativo; ** * significativo a 1% e a 5% de probabilidade,
respectivamente.

O objetivo da secagem do material € reduzir o conteudo de agua disponivel,
mantendo-a num teor que permita conservar a viabilidade dos conidios durante o
maior periodo possivel de armazenamento. O método de secagem que proporcionou
a maior perda do teor de umidade foi o fluxo continuo de ar, ndo diferindo
estatisticamente dos métodos fluxo laminar e estufa a 50 e 60°C (Tabela 5).

O fluxo continuo de ar é um método viavel e reproduzivel em escala industrial,
sendo apropriado para a secagem dos conidios de B. euphorbiae, uma vez que
proporcionou a maior perda de umidade, embora com redugcdo de 4,3% na
germinagdo. As temperaturas de 55 e 60°C também proporcionaram acentuada
perda de umidade mas ocasionaram grande reducdo da viabilidade dos conidios
(Tabela 4 e 5). Possivelmente, estas temperaturas alteraram componentes
bioquimicos da maquinaria metabdlica do conidio interferindo negativamente na sua

germinagao.
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Tabela 5 - Umidade perdida pelo material resultante do cultivo do fungo em meio
sélido, ap6s o emprego de diferentes métodos de secagem.

Método de secagem

Teor de umidade perdido

(%)
Fluxo laminar’ 54,00 AB
Fluxo continuo de ar’ 62,65 A
Camara asséptica’ 34,55 C
Estufa a 30°C 21,70 D
Estufa a 35°C 22,90 D
Estufa a 40°C 24,38 D
Estufa a 45°C 45,37 BC
Estufa a 50°C 50,66 AB
Estufa a 55°C 48,99 B
Estufa a 60°C 54,62 AB
Teste F 38,12**
CV (%) 5,62

'Sob temperatura ambiente. Médias originais, porém andlise realizada com dados transformados em log x.
Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).
**significativo a 1% de probabilidade, CV coeficiente de variagao.

A tolerancia a secagem € um fator que pode limitar o sucesso e a
comercializacao de bioherbicidas (MONTAZERI e GREAVES, 2002). A reducédo da
atividade metabdlica dos conidios reduz a perda de reservas de armazenamento e
minimiza a producdo de metabdlitos tdéxicos (GUIJARRO et al., 2006). Relatos
encontrados na literatura sugerem que o teor de umidade ideal do substrato
contendo os conidios varia de 10 a 30% (SILVA e MELLO, 2007; LOMER e LOMER,
s.d.).

Os métodos de secagem comumente utilizados por industrias no
processamento de produtos a base de microrganismos sao a liofilizagdo, atomizacéo
e leito fluidizado (JIN e CUSTIS, 2011). Apesar da diferenca de tecnologias e
equipamentos utilizados entre esses métodos e os do presente trabalho, o que
dificulta sobremaneira a comparacao de resultados, a reducédo da viabilidade dos
conidios de B. euphorbiae obtida apds a secagem nas temperaturas mais altas,
também foi observada quando outros patégenos foram secos pelos citados métodos
(LARENA; MELGAREJO; de CAL, 2003; HORACZEK e VIERNSTEIN, 2004), com
consequentes danos irreversiveis aos materiais biol6gicos devido ao calor excessivo
e retirada de agua (DAEMEN e VAN DER STEGE, 1982). Apesar de nao terem
proporcionado teores ideais de umidade, devido sua simplicidade, os métodos
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empregados no presente trabalho podem contribuir para reduzir o custo de producao
de um bioherbicida a base de B. euphorbiae.

3.4. Obtencao de conidios de Bipolaris euphorbiae

A analise fatorial dos dados mostrou que a interacdo métodos de obtencao
versus situacdo de avaliagdo foi significativa (F= 69,03**) e a partir do
desdobramento desta interacdo foi possivel observar os efeitos sobre a viabilidade
dos conidios.

N&o houve diferenca significativa quanto a germinagdo dos conidios
previamente secos antes de serem submetidos aos métodos de obtencao,
demonstrando que todos os tratamentos continham inicialmente particulas viaveis
(Tabela 6).

Tabela 6 - Desdobramento da interacdo métodos de obtencao versus situacoes de
avaliagéo, significativa para a viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae

Métodos de Viabilidade dos conidios (%)

- . = —— Teste F
obtencao Situacao de avaliacao
Antes da obtencao' Apss obtencgéo

Moinho de graos 88,92 Aa 78,33 Bb 8,20**
Moinho de martelo 93,85 Aa 83,95 Bb 10,46**
Moinho de bola 91,20 Aa 12,60 Cb 340,16
Peneiramento 94,87 Aa 94,82 Aa 0,01NS
Teste F 2,00 151,36**

TSecagem do meio sélido contendo o fungo em fluxo continuo de ar sob temperatura ambiente. Médias com
valores originais, mas andlise realizada com dados transformados em arc sen Vx/100. Médias seguidas de
mesma letra mailscula na coluna ou mindscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05). NS
nao significativo; ** significativo a 1% de probabilidade.

Os métodos de obtencdo de conidios por meio de moagem do material
possivelmente provocaram danos na estrutura fisica e integridade dos conidios,
reduzindo significativamente a germinacao destes, especialmente no moinho de
bola, cuja reducédo foi de 86%. A agressividade apresentada por este método se
deve ao impacto intermitente de uma esfera de inox contra a parede da camara de
moagem e que provoca a redugado das amostras a um po fino. A obtencao por meio
de peneiramento, embora de simples execugdo, foi a mais apropriada, permitindo
extrair conidios com alta viabilidade (Tabela 6).
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Nao foram encontrados na literatura trabalhos realizados com o intuito de
avaliar métodos de extracao de conidios, o que justifica a necessidade de investigar
essa pré-etapa do processo de formulagdo de bioprodutos. E importante considerar
que o método de obtencdo de conidios deverda ser compativel com o tipo de
formulacdo pretendida. Seja ela qual for, o produto deve ser primeiramente
submetido a secagem, a fim de assegurar que os conidios se manterdo viaveis
durante o armazenamento (LOMER e LOMER, s.d.).

4. CONCLUSOES

e O periodo de incubacgéao influencia a producao de B. euphorbiae tanto no meio
sélido como no sistema bifasico.

e O volume de inéculo liquido usado para semear 0 meio solido, ndo incrementa a
producéo do fungo pelo sistema bifasico, comparado ao sistema convencional de
cultivo.

e (Os métodos de secagem e obtencdo de conidios afetam a viabilidade de B.
euphorbiae.
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CAPITULO 3 - PERFIL DE TOXICIDADE DE ADJUVANTES AO FUNGO Bipolaris
euphorbiae E AVALIACAO DE SUA VIABILIDADE E INFECTIVIDADE APOS
FORMULADO

RESUMO - A incorporagdo de adjuvantes as formulagcées pode influenciar
positivamente no desempenho do bioagente de controle, contribuindo para a
preservacao do indculo até a fase de uso. Os adjuvantes devem ser atdxicos ao
patdgeno e testes que avaliam a sensibilidade do agente bioldgico aos produtos séo
imprescindiveis. O armazenamento por longo periodo, mantendo a viabilidade e
infectividade do patdgeno, representa um dos maiores desafios para viabilizar
comercialmente o uso de bioprodutos. O presente trabalho teve por objetivos
determinar a toxicidade de adjuvantes ao fungo Bipolaris euphorbiae a fim de
selecionar produtos para compor uma formulagédo, avaliar a viabilidade do fungo
formulado e armazenado sob diferentes condicbes e testar a infectividade da
formulacdo em Euphorbia heterophylla (amendoim-bravo). Foram testados os
fotoprotetores NeoHeliopan AV®, NeoHeliopan Hydro®, NeoHeliopan E1000®,
Eusolex 232%, Tinosorb M®, Eusolex 6007® e o complexo de filtros UVA/UVB; os
surfactantes Triton X-100%, Ultrol IT 80%, Ultranex NP 95°, Unitol L 20® e Tween 80%;
os antiumectantes celulose microcristalina, carbonato de sédio anidro, 6xido de
magnesio, talco, carbonato de célcio e didxido de silicio; e os espalhantes adesivos
DuFol®, Haiten®, Agral®, Energic® e PVP K-30°, nas concentragdes de 0,01; 0,05;
0,1; 0,5 e 1%. Os parametros avaliados foram germinagéo, crescimento vegetativo e
esporulacéo e a classificacdo toxicolégica foi determinada com base no calculo do
indice bioldgico. Apenas o fotoprotetor NeoHeliopan AV® nas concentracbes de 0,5 e
1%, foi considerado téxico ao fungo, inibindo completamente o seu desenvolvimento.
Em contrapartida todas as concentragdes de Tinosorb M® se mostraram compativeis
com o fungo. A germinacao dos conidios foi o parametro que sofreu menor influéncia
da presenca dos surfactantes em meio de cultura, com excecao do Triton X-100°.
Todos os produtos, exceto Unitol L20® a 0,01% e Tween 80® nas concentragdes de
0,01 a 0,5%, foram considerados t6xicos ou moderadamente tdxicos ao fungo. Os

antiumectantes carbonato de calcio, talco, celulose microcristalina e diéxido de silicio
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nao interferiram no desenvolvimento do fungo, especialmente quanto a germinagéao
e crescimento, sendo considerados compativeis. Os espalhantes adesivos testados
influenciaram em um ou mais parametros avaliados, sendo a maioria, considerados
téxicos ou moderadamente téxicos. O produto Haiten® (0,01%) mostrou-se
compativel ao fungo, apresentando uma margem de seguranga para seu uso, uma
vez que foi considerado atoxico, mesmo utilizado em concentragdo cinco vezes
maior (0,05%) do que a recomendada. Para compor a formulacao, os conidios do
fungo foram misturados ao didéxido de silicio (1%) e armazenados sob refrigeracao
(4°C) e em temperatura ambiente, durante 245 dias. A viabilidade foi avaliada
mensalmente. Apds este periodo, ndo houve diferenca significativa na capacidade
de germinacado dos conidios armazenados sob refrigeracao, que foi mantida maior
que 89%. No armazenamento em temperatura ambiente observou-se uma reducao
consideravel na viabilidade entre a primeira (97,7%) e a ultima avaliacao (35,2%).
Para avaliar a infectividade, a calda de pulverizagdo foi composta pela mistura, em
agua, dos adjuvantes Tinosorb M® (1%), Haiten (0,01%), Tween 80° (0,1%) e PVP
K-30® (0,1%) e os conidios em pé + dioxido de silicio. Os tratamentos controle foram
compostos por agua destilada, e por calda contendo a mistura dos adjuvantes,
exceto o antiumectante. A formulagdo ndo provocou a morte das plantas, porém

sintomas tipicos de infec¢do causados pelo fungo foram observados.

Palavras-chave: formulacao, fotoprotetores, surfactantes, antiumectantes, agentes

adesivos, armazenamento.
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CHAPTER 3 - TOXICITY PROFILE OF ADJUVANTS TO Bipolaris euphorbiae
AND EVALUATION OF VIABILITY AND INFECTIVITY AFTER FORMULATION

ABSTRACT - Adjuvants incorporation at formulations can positively influence the
performance of bioagent control, contributing to preservation of the inoculum until
being used. Adjuvants should not be toxic to pathogen and tests that evaluate the
sensitivity of biologic products are essential. The storing for long periods of time
should maintain the viability and infectivity of the pathogen, and represents a major
challenge to make them commercially viable. The present study aimed to determine
the toxicity of adjuvants to the fungus Bipolaris euphorbiae to select products to
compose a formulation, evaluate the viability of the fungus formulated and stored
under different conditions and test the infectivity of the formulation in Euphorbia
heterophylla (wild poinsettia). Was tested the sunscreens NeoHeliopan AV®,
NeoHeliopan Hydro®, NeoHeliopan E1000®, Eusolex 232%, Tinosorb M®, Eusolex
6007® and complex filters UVA / UVB; the surfactants Triton X-100°, Ultrol IT 80%,
Ultranex NP 95%, Unitol L 20° and Tween 80®, the anti-humectants microcrystalline
cellulose, anhydrous sodium carbonate, magnesium oxide, talc, calcium carbonate
and silicon dioxide; the spreaders-stickers DuFol®, Haiten®, Agral®, Energic® and
PVP K-30® at concentrations of 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 and 1%. The evaluated
parameters were germination, vegetative growth and sporulation and toxicological
classification was determined based on the biological index calculation. Only the
sunscreen NeoHeliopan AV® at 0.5 and 1% concentration was considered toxic to
fungus by inhibiting completely its development. In contrast, all concentrations of
Tinosorb M® were compatible with the fungus. Conidial germination was the
parameter that suffered less influence of the presence of surfactants in the culture
medium, except for Triton X-100. All products, except Unitol at 0.01% and Tween at
0.01 and 0.05%, were considered toxic or moderately toxic to the fungus. The anti-
humectants calcium carbonate, talc, microcrystalline cellulose and silicon dioxide did
not affect the development of the fungus, especially for germination and growth and
were considered compatible. The spreaders-stickers tested influence on one or more
parameters, mostly considered toxic or moderately toxic. Haiten® (0.01%) was
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compatible to the fungus, providing a safety margin to its use, since it was considered
non-toxic, even used at a concentration five times greater (0.05%) than the
recommended dose. To compose the formulation, fungal conidia were mixed with
silicon dioxide and stored under refrigeration and at room temperature for 245 days.
The viability was monthly evaluated. After this period, there was no significant
difference in germination capacity of conidia stored under refrigeration, which
ramained greater than 89%. Storaging at room temperature revealed a considerable
reduction in viability between the first (97.7%) and the final evaluation (35.2%). To
evaluate the infectivity, the spray solution was made by mixing, in water, the
adjuvants Tinosorb M® (1%), Haiten® (0.01%), Tween 80° (0.1%) and PVP K-30°
(0,1%) with conidia powder + silicon dioxide. The control treatments were composed
of distilled water, and spray solution containing the mixture of the adjuvants, except
anti-humectant agent. Although formulation did not cause plant death, typical
symptoms of infection caused by the fungus were observed.

Keywords: formulation, sunscreens, surfactants, anti-humectants, adhesives agents,

storage



39

1. INTRODUGCAO

O controle de plantas daninhas vem assumindo um papel de destaque no
manejo de culturas economicamente importantes. A selegéo de bibtipos resistentes
a herbicidas, preocupacdées com questdbes ambientais e a necessidade de reducao
dos custos de producdo, sdo aspectos que impulsionam a busca de novas
estratégias para o controle de plantas daninhas (CALDWELL et al., 2012). O uso de
patdégenos especificos, pelo emprego de bioherbicidas, é uma estratégia com
potencial de uso, considerada pratica, segura e ambientalmente benéfica.

O desenvolvimento de bioherbicidas implica na necessidade de encontrar
tecnologias apropriadas para producao massal, formulacéo e preservacao do inéculo
até a fase de uso (TESSMANN, 2011). Um dos aspectos que limitam os avangos
desta pratica de controle é a obtencéo de formulagdes adequadas. Tal fato ocorre a
partir da necessidade de se acrescentar ao agente de controle compostos que
aumentem sua eficiéncia e estabilidade, permitindo a manutencédo do patégeno no
ambiente e aumentando a possibilidade de atingir e agredir a planta-alvo
(LOUREIRO et al., 2003; CALDWELL et al., 2012), dentre outros aspectos. Para que
sejam comercialmente competitivos, € fundamental prolongar a vida util (vida de
prateleira) dos bioprodutos, ou seja, o periodo cujos propagulos do patégeno
permanecem viaveis e infectivos (ELZEIN; KROSCHEL; CADISCH, 2008).

A incorporagéo de adjuvantes as formula¢des pode influenciar positivamente
no desempenho dos conidios (WRAIGHT; JACKSON; DE KOCK, 2001), mantendo
baixo o teor de dgua disponivel o que evita sua germinagéo, promovendo a adeséo,
espalhamento uniforme dos conidios, prote¢cdo contra a radiacao UV e também a
retencdo das gotas pulverizadas sobre a superficie foliar, dentre outros aspectos
(GREAVES e MACQUEEN, 1990; WOMACK e BURGE, 1993; PRASAD, 1994). Além
disso, podem induzir fitotoxicidade sobre a planta-alvo por meio de alteracdo na
morfologia da cera epicuticular ou causar lesdes ao tecido da folha, permitindo que o
microrganismo atue com maior eficiéncia (FALK; GUGGENHEIM; SCHULKE, 1994).
No entanto, os adjuvantes podem ser téxicos ao bioagente de controle, sendo
imprescindivel que haja testes que avaliem a toxicidade para o microrganismo
especifico (WYSS et al., 2004).
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A temperatura na qual uma formulagdo biolégica é mantida durante
armazenagem é um fator abiético que pode influenciar a vida atil do bioproduto
(ELZEIN; KROSCHEL; MULLER-STOVER, 2004). Segundo estes autores, o
armazenamento sob baixas temperaturas permite manter o patégeno em um estado
fisiologicamente dormente. Ainda, a sobrevivéncia do patégeno pode ser
incrementada pelo uso de embalagens adequadas (TESHLER et al., 2007).

Bipolaris euphorbiae é um patégeno especifico de Euphorbia heterophylla L.
(leiteiro), uma das mais importantes plantas daninhas da soja. Para que possa ser
usado como bioagente de controle é necessario desenvolver uma formulagdo do
fungo.

Dentre os adjuvantes passiveis de utilizagdo em uma formulacdo, apenas
foram encontrados na literatura trabalhos abordando a influéncia de surfactantes
(tensoativos) e espalhantes adesivos sobre B. euphorbiae, uma vez que sao
produtos comumente associados a aplicacao de herbicidas quimicos para o controle
de plantas daninhas (GAZZIERO e YORINORI, 1993; TOFFANELLI, 1997;
NEMOTO et al., 2002). Nao foram encontrados estudos sobre formulacao a base do
fitopatégeno e sua vida de prateleira, uma vez que tais investigagbes nao sao
divulgadas pelas empresas, o que dificulta os avangos da ciéncia nessas areas
(GLARE et al., 2012). Portanto, ha necessidade de conduzir estudos que analisem a
compatibilidade de diversas classes de adjuvantes com B. euphorbiae, para obter
uma formulacdo que viabilize sua inclusdo como bioagente de controle de E.
heterophylla em programas de manejo integrado.

O presente trabalho teve por objetivos determinar a toxicidade de adjuvantes
ao fungo Bipolaris euphorbiae, selecionar produtos para compor uma formulagdo a
base do fungo, avaliar a estabilidade desta formulagdo armazenada em temperatura
ambiente e sob refrigeracao e verificar a infectividade em Euphorbia heterophylla.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Toxicidade dos adjuvantes ao Bipolaris euphorbiae
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Foi utilizado o isolado FCAV # 569 de B. euphorbiae, obtido por
pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa em Soja da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/CNSo) e mantido estocado, sob refrigeragao,
em tubos de ensaio contendo o meio de batata-dextrose-agar (BDA). Para utilizacao
nos ensaios o fungo foi cultivado em placas de Petri contendo o meio minimo de
PONTECORVO et al. (1953), modificado por PENARIOL et al. (2008), com a adicao
de peptona (2 g L") e substituicdo de glicose por amido, mantidos a 25 + 0,5 °C por
10 dias e fotoperiodo de 12 horas.

Os adjuvantes avaliados e suas respectivas funcdes estdo apresentados na
Tabela 1. Todos os produtos foram testados nas concentragdes de 0,01; 0,05; 0,1;
0,5 e 1%, arbitrariamente definidas.

Frascos contendo o meio minimo de Pontecorvo liquefeito, mantido em
temperatura préxima a 45°C, para evitar alteragcées das propriedades dos produtos,
receberam quantidades pré-determinadas dos adjuvantes para obter as
concentracdes desejadas. Posteriormente os meios foram vertidos em placas de
Petri de 100 mm e o tratamento controle composto apenas pelo meio minimo, isento
de qualquer produto.

Apds a solidificagdo do meio de cultura, o fungo foi inoculado por meio da
transferéncia de um disco de 5 mm de didametro, obtido de colénias com 10 dias de
incubagao, para o centro da placa de Petri, sendo posteriormente mantido sob as
mesmas condicdes de temperatura, periodo de incubacdo e fotoperiodo
mencionados.

Os parametros de avaliagdo do desempenho do fungo foram: germinacao dos
conidios, crescimento vegetativo e esporulagéo.

A germinagéo foi avaliada por microcultivo em laminas e exame direto ao
microscopio, segundo metodologia descrita por FRANCISCO et al. (2006). Em
laminas de microscopia esterilizadas foram previamente marcados trés campos € a
superficie recoberta com 4 mL de meio minimo contendo os produtos nas
respectivas concentragdes. Na regiao do meio de cultura correspondente a cada
campo foi inoculado 0,1 mL de uma suspensao flngica com concentracdo de 1 x 10°
con. mL™, e as culturas incubadas a 25 + 0,5°C por 7 horas. Apds esse periodo, o
processo de germinacao foi interrompido, pingando-se uma gota de corante [1 mL
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de solucao estoque (1 g de azul de metileno em 20 mL de acido latico) adicionada
em 29 mL de &cido latico] em cada campo. Foram observados 150 conidios por
campo, entre germinados e nao germinados, estabelecendo-se uma relagdo, em
porcentagem, de conidios viaveis. O crescimento da col6nia foi aferido por meio da
medicado, em milimetros, de dois diametros perpendiculares previamente marcados
na parte externa do fundo das placas de Petri. As medidas foram realizadas a cada
dois dias até o 10° dia de incubacao. Apos esse periodo, o conteudo da coldnia foi
removido por meio de raspagem e transferido para tubos de ensaio contendo 9 mL
de solugdo de Tween 80° (0,1% v v''). A partir da suspens&o obtida foi determinado
0 numero de conidios produzidos por meio de contagem em camara de Neubauer.
Os ensaios foram conduzidos no delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), composto por 4 repeticoes para a avaliagdo da viabilidade dos
conidios e 6 para o crescimento vegetativo. Das placas usadas para medir o
crescimento, 4 foram arbitrariamente escolhidas para compor as repeticbes do
ensaio em que se avaliou a esporulacao do fungo.
Para determinar a toxicidade dos adjuvantes ao fungo, foi utilizado o modelo IB
(indice bioldgico) descrito por ROSSI-ZALAF et al. (2008), calculado pela férmula:

_47[CV]+43[ESP]+10[GER]
100

IB

Em que:

IB= indice bioldgico

CV= porcentagem de crescimento vegetativo da colénia apés 10 dias de incubacao,
em relacao a testemunha

ESP= porcentagem de esporulacdo apdés 10 dias de incubagédo, em relacdo a
testemunha

GERM= porcentagem de germinacao dos conidios apds 7 horas de incubagéo.

Usando os valores do IB fez-se a classificagdo toxicolégica das adjuvantes
pela escala descrita por ROSSI-ZALAF et al. (2008) e que considera como téxico (1B
entre 0 e 41), moderadamente toxico (IB entre 42 e 66) e compativel (IB acima de
66).
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Produto i - .
(nome comercial) Nome quimico ou composi¢ao Funcao
NeoHeliopan AV® Metoxinamato de octila Fotoprotetor
NeoHeliopan Hydro® Benzofenona 4 Fotoprotetor
NeoHeliopan E1000® Isoamilmetoxinamato Fotoprotetor
Eusolex 232° Acido fenil-benzimidazol sulfénico Fotoprotetor
Tinosorb M® Met” - b|S - benZOtriaZO”I tetram Fotoprotetor
etilbutilfenol

Eusolex 6007 Octil dimetil PABA Fotoprotetor
Complexo de filtros Benzofenona 4 + acido fenil-

UVA/UVB benzimidazol sulfnico Fotoprotetor
Triton X-100° Octilfenolpoli (etilenoglicoleter) Tensoativo
Ultrol IT 80° Alcool isotridecilico etoxilado Tensoativo
Ultranex NP 95° Nonilfenol etoxilado Tensoativo
Unitol L-20° Alcool laurico etoxilado Tensoativo
Tween 80° Monooleato de sorbitan etoxilado Tensoativo

Celulose microcristalina

Talco

DuFol®
Haiten®
Agral

Energic®

PVP K-30°

Carbonato de sodio anidro
Oxido de magnésio
Carbonato de célcio
Dioxido de silicio
Eter poliglicélico de nonifenol
Polioxietileno alquil fenol éter
Nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol

Nonil fenoxi poli (etilenoxi) etanol + sal
sodico acido dodecilbenzeno sulfénico

Polivinilpirrolidona

Antiumectante
Antiumectante
Antiumectante
Antiumectante
Antiumectante
Antiumectante
Espalhante adesivo
Espalhante adesivo
Espalhante adesivo

Espalhante adesivo

Adesivo (Fixador)
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2.2. Composicao da formulacao a base de Bipolaris euphorbiae

Para compor a formulacdo desenvolvida no presente estudo, o fungo foi
produzido em meio soélido composto pela mistura de casca de soja e sorgo em grao
(60:40), conforme descrito (item 2.2.1) e resultado obtido (item 3.1) no capitulo 2.
Posteriormente o material (fungo + substrato) foi submetido a secagem em
temperatura ambiente sob fluxo continuo de ar (pressdo de 3,5 + 0,3 Kgf cm™® e
vazdo de 15 L min'), até peso constante, conforme descrito e resultados obtidos nos
itens 2.7 e 3.3 do capitulo 2, respectivamente. Apds esta pré-etapa foi feita a
extracdo seca de conidios por meio de simples peneiramento, utilizando-se
inicialmente uma peneira com malha de 1mm, agitada manualmente por 10 minutos,
seguida de outra com malha de 0,25mm para remocao de impurezas (itens 2.8 e 3.4
do capitulo 2).

A escolha dos adjuvantes a serem adicionados a formulagéo foi determinada
segundo resultados apresentados nos itens 3.1 a 3.4 do presente capitulo. Apenas o
antiumectante foi incorporado aos conidios extraidos, para evitar absorcédo de agua
do ambiente e germinacdo durante o armazenamento. Os demais adjuvantes foram

adicionados no momento do uso da formulagéo.

2.3. Avaliacao da viabilidade de Bipolaris euphorbiae durante o periodo de

armazenamento da formulacao

ApoOs vigorosa agitacdo para homogeneizar a mistura do antiumectante com
os conidios em pé, o material foi dividido em porcdes de 0,1 g e acondicionado em
frascos de vidro hermeticamente vedados para avaliagao da viabilidade.

Os frascos permaneceram armazenados em temperatura ambiente e a 4°C no
refrigerador por 245 dias. A quantidade de conidios foi calculada de modo a obter a
concentragdo de 10° conidios g da preparagao.

A viabilidade dos conidios foi avaliada mensalmente, de acordo com
metodologia descrita por FRANCISCO et al. (2006).
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Para anélise dos dados foi usado um esquema fatorial com dois fatores,
sendo estes: condicdo de armazenamento (temperatura ambiente e refrigeracéo)
versus tempo (dias), contando com 5 repetigdes por tratamento.

2.4. Avaliacao da infectividade de Bipolaris euphorbiae em Euphorbia
heterophylla, apés formulacao

O ensaio foi desenvolvido no Nucleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em
Matologia (NEPEAM) da FCAV/UNESP — Jaboticabal. Os volumes do surfactante,
fotoprotetor, espalhante adesivo e adesivo (selecionados com base nos resultados
obtidos nos itens 3.1 a 3.4 do presente capitulo) necessarios para obter as
respectivas concentracdes na calda de pulverizacao foram calculados e diluidos em
20 mL de agua. No momento da pulverizagdo adicionou-se mais 20 mL de &gua, e
apos vigorosa agitacao acrescentou-se 0,4 g da mistura contendo os conidios e o
antiumectante (definido conforme apresentado no item 3.3). Tal quantidade da
mistura foi calculada para obter a concentracdo de 10° conidios mL' de calda
preparada.

Foram utilizadas 30 plantas de E. heterophylla, contendo de 6 a 10 folhas e
divididas em 3 grupos homogéneos: 1) pulverizadas com agua destilada; 2)
pulverizadas com a mistura dos adjuvantes, exceto o antiumectante; 3) pulverizadas
com a calda formada pelos conidios do fungo e os adjuvantes.

Cada planta foi pulverizada com 3 mL das respectivas caldas, utilizando um
pulverizador manual. A calda contendo o fungo foi filtrada em tecido voile para evitar
o0 entupimento do bico do pulverizador. Ap6s a pulverizacdo as plantas
permaneceram em temperatura ambiente (4 a 5 horas) para secagem da calda na
superficie da planta, sendo em seguida transferidas para sala climatizada sob
condigbes controladas de temperatura (25°C) e iluminagao continua por 24 h por 20
dias.

Foram avaliados os seguintes sintomas: necrose de borda, necrose pontual,
clorose, queda foliar, efeito de murchamento, manchas no caule, perda de
sustentacdo do caule, inducao de inflorescéncia. Avaliou-se ainda a altura do caule.
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2.5. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Para execug¢do das anélises
estatisticas foi utilizado o programa ESTAT (1997), versao 2.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Toxicidade dos fotoprotetores ao Bipolaris euphorbiae

Dentre os parametros que compuseram o IB, a esporulacdo do fungo foi o
que sofreu maior influéncia, comparando-se com o controle (Tabelas 2 e 3). Os
demais parametros foram menos afetados pela acdo da maioria dos produtos
testados, embora tenham ocorrido diferencas significativas em relacdo ao controle
em alguns tratamentos.

Apenas o produto NeoHeliopan AV® nas concentracdes de 0,5 e 1%, foi
considerado tdéxico ao fungo, inibindo completamente a germinacao, crescimento e
esporulacao (Tabela 2). O derivado quimico que compde este produto comercial é
um dos mais utilizados na protecdo da radiacdo UVB do espectro eletromagnético
(MONTEIRO, 2008) e de acordo com a legislacdo brasileira a concentracao
permitida de uso varia de 2 a 7,5%, para formula¢des desenvolvidas pela industria
farmacéutica. No presente trabalho as concentragbes utilizadas foram
consideravelmente menores do que o indicado, sendo que apenas 0,01; 0,05 e 0,1%
do produto se mostraram compativeis ao fungo (Tabela 2).

Todas as concentragdes de NeoHeliopan Hydro®, assim como 0,1; 0,5 e 1%
de NeoHeliopan E1000°, foram consideradas moderadamente téxicas ao fungo, mas
quando usado na concentracdo de 0,01 e 0,05% este ultimo produto se mostrou
compativel com o fungo (Tabela 2).

A germinagéo e esporulacdo de B. euphorbiae em presenca de Tinosorb M®
nao diferiram significativamente do controle e para o crescimento radial ndo houve
diferenga que justificasse a realizagdo de analise estatistica (Tabela 3). Baseado
nestes dados, o célculo do indice biolégico variou de 81 a 95, o que classifica este

produto, em todas as concentracdes testadas, como compativel com o fungo. Este
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fotoprotetor, considerado de ultima geracdo, vem sendo amplamente utilizado em
todo o mundo e caracteriza-se por ser o Unico filtro organico constituido por
particulas microfinas e cuja acao de protecao UV consiste na absorcao, reflexao e
dispersao (LIM; THOMAS; RIGEL, 2005). Além disso, € um produto fotoestavel;
caracteristica importante no desenvolvimento de formulagdes que contenham filtros
solares, uma vez que podem interagir com outros compostos da formulacdo que
podem estar sujeitos a degradagao resultante da exposicdo a radiacdo UV
(MESTRES et al., 1997; WISSING e MULLER, 2001).

Tabela 2 - Toxicidade dos fotoprotetores NeoHeliopan Hydro®, NeoHeliopan AV® e
NeoHeliopan E1000® para Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo
diversas concentragdes dos produtos.

Fotoprotetores e Viabilidade Crescimento  Esporulacdo IB Classificacao
concentragdes (%) (mm) (n? de con.x10°) toxicoldgica
NeoHeliopan Hydro®
Controle 87,7 A 99,0 A 78 A -
0,01% 86,2 A 85,5 AB 4,1BC 64 MT
0,05% 81,8 A 84,6 BC 3,5BC 62 MT
0,1% 814A 77,3D 6,1 B 64 MT
0,5% 81,8 A 79,8 CD 1,3D 52 MT
1% 80,4 A 78,3 D 2,1 CD 55 MT
Teste F 1,21N8 19,81** 22 54** - -
CV (%) 6,15 2,69 9,22 - -
NeoHeliopan AV®
Controle 88,3 A 90,0 A 1,6 A - -
0,01% 80,0 B 90,0 A 0,9 AB 80 C
0,05% 88,1 A 90,0 A 1,8A 107 C
0,1% 84,3 AB 60,8 B 1,7A 91 C
0,5% 0,0C 0,0C 0,0B 0 T
1% 0,0C 0,0C 0,0B 0 T
Teste F 1129,97** 164,14** 6,75** - -
CV (%) 3,02 12,51 6,06 - -
NeoHeliopan E1000®
Controle 956 A 90,0 A 1,7 A - -
0,01% 94,4 AB 90,0 A 1,4 AB 92 C
0,05% 90,5B 90,0 A 1,2 ABC 87 C
0,1% 81,9C 63,3C 0,6 BCD 56 MT
0,5% 79,5C 66,8 B 0,3CD 50 MT
1% 78,1 C 65,8 B 0,2D 48 MT
Teste F 39,26** 559,03** 8,32** - -
CV (%) 2,77 0,75 3,55 - -

Valores originais, mas andlises estatisticas de esporulagdo e viabilidade realizadas com dados transformados em log x e arc sen x/100,
respectivamente Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p 2 0,05). NS né&o
significativo, ** significativo a 1% de probabilidade, IB Indice biolégico. CV coeficiente de variagdo. MT moderadamente téxico, C compativel, T
toxico.
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Os demais fotoprotetores foram compativeis ao fungo nas concentracdes de
0,01 a 0,1% (Tabela 3), exceto o complexo de filtros UVA/UVB a 0,05% que foi
considerado moderadamente toxico (IB=66).

Tabela 3 - Toxicidade dos fotoprotetores Tinosorb M®, Complexo de filtros UVA/UVB e
Eusolex 232° e Eusolex 6007° para Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de cultura
contendo diversas concentracdes dos produtos

Fotoprotetores e Viabilidade Crescimento Esporulagéo Classificagao
concentracoes (%) (mm) (n° de con x 10°%) toxicoldgica
Tinosorb M
Controle 98,2 A 90,0 3,1A - -
0,01% 98,8 A 90,0 1,7A 81 C
0,05% 98,4 A 90,0 1,9A 83 C
0,1% 98,7 A 90,0 2,7A 95 C
0,5% 98,8 A 90,0 2,3A 89 C
1,0% 98,7 A 90,0 1,8A 82 C
Teste F 0,30"° - 0,66 - -
CV (%) 2,28 - 8,79 - -
Complexo de filtros UVA/UVB
Controle 98,4 A 90,0 A 32A - -
0,01% 98,8 A 90,0 A 0,9B 76 C
0,05% 98,9 A 90,0 A 0,7B 66 MT
0,1% 98,6 A 90,0 A 0,8B 68 C
0,5% 98,6 A 90,0 A 0,4B 62 MT
1,0% 98,7 A 81,0B 0,5B 59 MT
Teste F 0,08"° 152,78* 5,82** - -
CV (%) 2,13 0,34 6,42 - -
Eusolex 232
Controle 97,6 AB 90,0 A 1,8A - -
0,01% 98,3 A 90,0 A 0,8BC 75 C
0,05% 97,4 AB 90,0 A 0,7BC 75 C
0,1% 97,4 AB 90,0 A 1,1 AB 83 C
0,5% 96,6 B 90,0 A 0,4C 55 MT
1,0% 97,0 AB 65,5 B 0,3C 50 MT
Teste F 3,85™ 5461,68* 12,36* - -
CV (%) 1,26 0,65 2,53 - -
Eusolex 6007
Controle 97,9 A 90,0 1,6 A - -
0,01% 98,7 A 90,0 1,0 AB 95 C
0,05% 98,3 A 90,0 0,7BC 75 C
0,1% 97,7 A 90,0 0,6 BC 73 C
0,5% 96,8 A 90,0 0,4 BC 67 C
1,0% 96,8 A 90,0 0,2C 62 MT
Teste F 2,32"° - 8,50** - -
CV (%) 1,99 - 2,93 - -

Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05). NS n&o significativo, **
significativo a 1% de probabilidade, IB Indice biolégico. CV coeficiente de variagdo. MT. moderadamente téxico, C. compativel, T. téxico
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Os efeitos adversos da radiacdo UVB e da radiagdo solar na germinagéao de
conidios foram demonstrados em varios trabalhos (RANGEL et al., 2004; RANGEL
et al., 2005; BRAGA et al., 2006). Dentre os danos, destacam-se os efeitos sobre a
membrana citoplasmatica, organelas e ao DNA que resultam no atraso da
germinagéo, inativagdo de conidios e, consequentemente, redugédo da atividade do
fungo sobre a praga-alvo (EDGINGTON et al., 2000; RANGEL et al., 2006;
CHELICO e KHACHATOURIANS, 2008).

Apesar da ampla gama de fotoprotetores disponiveis no mercado e com
potencial para uso em formulagdes de produtos biolégicos, estudos envolvendo a
compatibilidade destes produtos com agentes fungicos de controle, s&o escassos na
literatura, principalmente com fitopatégenos, o que justifica a importancia dessa
pesquisa.

A compatibilidade dos fotoprotetores Oxibenzona®, NeoHeliopan AV® e
NeoHeliopan E1000® com o fungo entomopatogénico Beauveria bassiana foi
avaliada por SANTOS et al. (2011). Os autores observaram que diferentes
concentragdes dos produtos nao causaram efeitos deletérios sobre a germinacéao e
consideraram os produtos como compativeis ao fungo. Entretanto essa avaliacédo
nao levou em consideracdo o modelo do IB, que considera também os dados
referentes ao crescimento radial e esporulagao.

A exposicado a radiagdo solar direta, principalmente aos raios ultravioletas,
representa um dos mais importantes fatores ambientais que reduzem a eficiéncia de
agentes biolégicos em condigdes de campo. Entretanto, a toleréncia a radiagao UV é
uma caracteristica variavel entre espécies de fungos utilizadas no biocontrole de
pragas (SANTOS et al., 2011).

Segundo MORAES et al. (2011), conidios de B. euphorbiae mostraram-se
tolerantes as radiagdes solar e ultravioleta, mantendo-se viaveis (germinagcao maior
que 92%) mesmo apos 8 horas de exposicao a radiagcao emitida por simulador solar
e 90 minutos a radiacdo UV, sem o uso de qualquer formulagédo. Apesar dos dados
obtidos por estes autores demonstrarem que o fungo, € originalmente bastante
resistente a tais condicboes, € interessante a associacao deste fitopatégeno com
fotoprotetores, no intuito de aumentar sua eficiéncia em condi¢cdes de campo, visto
que a exposicao aos raios solares pode durar mais que 8 horas.
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Dentre os fatores de protecdo a radiacdo UV intrinsecos aos conidios de
fungos, destacam-se os pigmentos localizados na parede celular e que atuam no
bloqueio da entrada de radiacdo (RANGEL et al., 2005; BRAGA et al., 2006). Hifas e
conidios de fungos do género Bipolaris apresentam coloracdo escura devido a
presenca de melanina na parede celular (WEIKERT-OLIVEIRA et al., 2002) e em
microganismos, a fungéo primaria deste pigmento é reduzir os efeitos prejudiciais da
radiacao UV as células. A correlacao entre a concentracdo de melanina e tolerancia
a UV vem sendo discutida. A melanina também esta associada a prote¢ao contra
elevadas temperaturas e a tensdes quimicas, como presenca de metais pesados e
agentes oxidantes (GOMEZ e NOSANCHUK, 2003; ALLAM e ABD EL-ZAHER,
2012). Entretanto, esse aspecto precisa ser investigado.

Dentre os produtos testados, o fotoprotetor Tinosorb M® foi considerado o
mais adequado para esta fungcdo, em razdo da compatibilidade em todas as
concentragdes testadas e as caracteristicas do produto, como a fotoestabilidade.
Para definir a concentragcdo adequada do produto, ha necessidade de conduzir
estudos em que o fungo seja exposto as radiacbes solar e ultravioleta, associado
aos fotoprotetor. Portanto, para compor a formulacao a base do fungo, foi escolhida
a concentracédo de 1% do produto, sugerindo que esta permitiria maior protecéo ao

patégeno.

3.2. Toxicidade dos surfactantes ao Bipolaris euphorbiae

Todos os produtos, exceto Unitol L20° a 0,01% e Tween 80 nas
concentragdes de 0,01 a 0,5%, foram considerados tdxicos ou moderadamente
téxicos ao fungo B. euphorbiae (Tabelas 4 e 5).

A germinacdo dos conidios foi o parametro que sofreu menor influéncia
quanto a presenca dos surfactantes no meio de cultura, com exceg¢ao do Triton X-
100°, cuja relacdo entre a concentragdo do produto e a porcentagem de conidios
viaveis foi inversamente proporcional (Tabela 5).

Segundo OSHEROV e MAY (2000), uma fonte de carbono é necessaria como
um sinal extracelular para que ocorra a tradugao, e consequentemente a germinacao

dos conidios. Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o fungo
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utilizou, a principio, fontes endégenas de carbono e nitrogénio ao invés de fontes
exogenas presentes no meio de cultura (LEFEBVRE, 1931), o que permitiu a
germinacdo dos conidios (Tabelas 4 e 5). Entretanto, para a continuidade do
desenvolvimento, a hifa tem que sofrer uma extensdo apoés a formagcao do tubo
germinativo, o0 que exige a utilizagdo de fontes exdgenas de macronutrientes
(SOARES, 2011), presentes no meio contendo os surfactantes. Tal fato pode ter
influenciado negativamente o crescimento, exceto nas concentragcées de 0,01 a
0,5% de Tween 80 (Tabela 4) e a esporulacdo de B. euphorbiae nos demais

tratamentos (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4 - Toxicidade dos surfactantes Unitol L20°, Ultranex NP 95° e Tween 80® para
Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo diversas concentragdes dos
produtos

Surfactantes e Viabilidade  Crescimento Esporulagéao IB Classificagéao
concentracdes (%) (mm) (n2 de con.x10°) toxicolégica
Unitol L 20®
Controle 999 A 80,6 A 11,0A - -
0,01% 99,8 A 72,0 A 6,4 B 77 C
0,05% 98,9 A 39,5B 55B 54 MT
0,1% 99,3 A 34,1B 25C 40 T
0,5% 99,6 A 18,9C 0,9CD 25 T
1% 999 A 12,4 C 0,0D 17 T
Teste F 1,82N8 80,99** 44.14** - -
C.V. (%) 2,6 6,77 6,56 - -
Ultranex NP 95°
Controle 999 A 80,6 A 2,8 A - -
0,01% 999 A 30,5B 1,9B 34 T
0,05% 99,6 A 22,5C 2,0B 33 T
0,1% 99,8 A 20 CD 1,9B 28 T
0,5% 99,4 A 18,1 CD 1,9B 26 T
1% 99,6 A 17,6 D 1,8 B 25 T
Teste F 0,62"° 305,77** 32,48** - -
C.V. (%) 2,74 3,38 6,27 - -
Tween 80°
Controle 99,6 A 90,0 A 3,0A - -
0,01% 99,7 A 90,0 A 1,8 AB 82 C
0,05% 99,6 A 90,0 A 0,8B 69 C
0,1% 99,6 A 90,0 A 1,0B 71 C
0,5% 99,2 A 90,0 A 0,8B 68 C
1% 99,2 A 84,5B 0,4B 60 MT
Teste F 0,97"° 8,85** 8,26** - -
CV (%) 2,29 1,69 5,09 - -

Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05). NS n&o significativo, **
significativo a 1% de probabilidade, IB Indice biolégico CV coeficiente de variagdo. MT. moderadamente téxico, C. compativel, T. téxico
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Tabela 5 - Toxicidade dos surfactantes Triton X-100° e Ultrol IT 80° para Bipolaris
euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo diversas concentragdes dos produtos.

Surfactantes e Viabilidade  Crescimento Esporulacéao IB  Classificacdo
concentracoes (%) (mm) (n° de con.x10°) toxicologica
Triton X-100®
Controle 99,6 A 90,0 A 2,7 A - -
0,01% 97,6 AB 425B 1,3B 52 MT
0,05% 97,0B 18,8 C 0,4 BC 26 T
0,1% 85,1C 142D 0,2C 19 T
0,5% 353D 13,6 D 0,2C 14 T
1% 7,6 E 13,5D 0,1C 9 T
Teste F 452,30** 1963,49** 24,27 - -
CV (%) 3,82 2,02 3,45 - -
Ultrol IT 80°
Controle 93,3 A 90,0 A 8,0A - -
0,01% 87,9 AB 29,0B 1,3B 31 T
0,05% 83,8 BC 16,3 C 0,5B 20 T
0,1% 86,1 BC 15,8 C 0,5B 20 T
0,5% 79,4 C 13,5D 0,4B 17 T
1% 80,6 BC 13,5D 0,4 B 18 T
Teste F 11,77** 4776,55** 45,59** - -
CV (%) 3,28 1,31 5,82 - -

Valores originais, mas andlises estatisticas de esporulagdo e viabilidade realizadas com dados transformados em log x e arc sen x/100,
respectivamente. Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05). NS néao
significativo, ** significativo a 1% de probabilidade, IB Indice biolégico. CV coeficiente de variagdo. MT. moderadamente téxico, T. téxico.

O papel dos surfactantes dentro das formulagbes vem sendo investigado
(CONNICK Jr; LEWIS; QUIMBY Jr, 1990; DAIGLE e CONNICK Jr, 1990; BOYETTE
et al., 1996), confirmando que esta classe de adjuvantes pode contribuir para o
aumento da atividade dos fitopatégenos no controle de plantas daninhas. Segundo
GREEN et al. (1998), os surfactantes podem melhorar a molhabilidade, a deposi¢ao
e retencdo dos conidios sobre as folhas e prolongar a retencéao de agua.

No entanto, ndo ha diretrizes para a selecao deste tipo de adjuvante para uso
associado a agentes de biocontrole. Assim, existe necessidade de se investigar e
selecionar surfactantes compativeis para os diferentes sistemas “patégeno - planta
daninha” (SANYAL; BHOWMIK; ABBAS, 2008).

Os surfactantes Herbitensil® e Silwet ®suprimiram significativamente o
crescimento vegetativo de B. euphorbiae, enquanto que o produto Natur'Oleo®
proporcionou um incremento no crescimento, superando os resultados obtidos no
controle (NEMOTO et al., 2002). Tais resultados corroboram com os obtidos por
TOFFANELLI (1997), que também verificou o efeito inibitdério do surfactante Triton X-

100® sobre o crescimento do fungo, na concentragéo recomendada pelo fabricante e
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em metade desta. Entretanto, nestes trabalhos ndo foi determinada a classificacao
toxicolégica dos produtos em relagdo ao fitopatdgeno, diferentemente do presente
estudo, que podde afirmar, baseado no IB, o perfil de toxicidade dos produtos ao
fungo.

O efeito de cinco surfactantes sobre o fungo Alternaria helianthi, potencial
bioagente de controle do carrapichdo (Xanthium strumarium L), uma importante
planta daninha na cultura da soja, foi avaliado por Sanyal, Bhowmik e Abbas (2008).
Os autores observaram que os produtos Silwet L-77° e Activator 90° incrementaram
a germinacao e infectividade dos conidios, considerando-os compativeis ao fungo;
entretanto também n&o avaliaram outros parametros que pudessem tragar, com
maior precisao, o perfil toxicolégico do produto a este fitopatdgeno.

No presente trabalho, o surfactante Tween 80° foi compativel ao fungo,
exceto a 1%, e pode ser considerado um agente dispersante passivel de utilizacao.
Contudo, estudos de dispersdo de conidios devem ser conduzidos de modo a
selecionar a concentracdo adequada do produto para exercer tal funcdo. Para
compor a formulacdo a base de B. euphorbiae foi arbitrariamente escolhida a

concentragéo de 0,1% do produto.

3.3. Toxicidade dos antiumectantes ao Bipolaris euphorbiae

As diferentes concentragdes dos antiumectantes carbonato de calcio, talco,
celulose microcristalina e dioxido de silicio ndo interferiram no desenvolvimento de
B. euphorbiae, especialmente quanto a germinacdo e crescimento, sendo
considerados compativeis a este e passiveis de utilizagdo em uma formulagéo
(Tabelas 6 e 7).

Embora a taxa de germinacdo tenha sido considerada satisfatéria nos
tratamentos contendo 0,5 e 1% de 6xido de magnésio, os demais parametros foram
consideravemente afetados (Tabela 7), sugerindo que inicialmente o fungo utilizou
fontes endégenas de macronutrientes, permitindo a germinagao, mas posteriormente
usou fontes exdgenas presentes no meio de cultura contendo o antiumectante, o
que causou efeitos deletérios sobre o fitopatégeno (LEFEBVRE, 1931; SOARES,
2011). As mesmas concentracées de carbonato de sédio anidro, também foram
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consideradas téxicas ao fungo, provocando efeitos significativos desde o inicio do
processo de desenvolvimento (Tabela 6).

Segundo GAUGLER (1997) existem semelhancas entre as industrias
farmacéutica, de cosméticos e de alimentos com o desenvolvimento de formulacdes
a base de agentes bioldgicos, no sentido de buscar ingredientes que sejam seguros,
de baixo custo e ndo téxicos. Assim sendo, os produtos testados neste ensaio sédo
comumente utilizados na industria alimenticia e permitidos pela Legislacao brasileira

para consumo humano.

Tabela 6 - Toxicidade dos antiumectantes carbonato de calcio, talco e carbonato de sédio
anidro para Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo diversas
concentragdes dos produtos.

Antiumectantes e Viabilidade Crescimento Esporulagéo B Classificagéao
concentracoes (%) (mm) (n2 de con.x10°) toxicologica
Carbonato de célcio
Controle 95,6 A 90,0 4.8 A - -
0,01% 93,5 AB 90,0 3,6 A 90 C
0,05% 94,9 AB 90,0 8,0A 129 C
0,1% 94,4 AB 90,0 48 A 100 C
0,5% 95,0 A 90,0 3,6 A 79 C
1,0% 92,2B 90,0 6,3 A 113 C
Teste F 4,74* - 2,44NS - -
CV (%) 1,56 - 9,26 - -
Talco
Controle 999 A 90,0 10,5 A - -
0,01% 99,6 A 90,0 7,0 AB 86 C
0,05% 99,6 A 90,0 8,0 AB 90 C
0,1% 999 A 90,0 2,5C 67 C
0,5% 99,8 A 90,0 4,5BC 75 C
1,0% 99,9 A 90,0 4,0 BC 77 C
Teste F 0,47 - 5,67** - -
CV (%) 2,45 - 10,61 - -
Carbonato de sédio anidro
Controle 99,8 A 90,0 A 90A - -
0,01% 99,0 A 90,0 A 43B 67 C
0,05% 98,6 A 90,0 A 45B 78 C
0,1% 99,3 A 90,0 A 1,1C 62 MT
0,5% 62,4 B 20,0B 0,2C 18 T
1,0% 7,7C 0,0C 0,0C 1 T
Teste F 791,43**  45844,64* 20,52** - -
CV (%) 2,60 0,62 9,16 - -

Valores originais, mas analises estatisticas de esporulagdo e viabilidade realizadas com dados transformados em log x e arc
sen x/100, respectivamente. Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, néo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p = 0,05). NS nao significativo, ** * significativo a 1% e a 5% de probabilidade, respectivamente. IB Indice bioldgico.
CV coeficiente de variagao. MT. moderadamente tdxico, C. compativel, T. toxico.
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Resultados de estudos que abordaram a associacdo de fungos
fitopatogénicos com antiumectantes passiveis de utilizacdo em formulacbes de
bioherbicidas ndo foram encontrados na literatura, o que torna este estudo
importante sob tal ponto de vista

Tabela 7 - Toxicidade dos antiumectantes 6xido de magnésio, celulose microcristalina e
dioxido de silicio para Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo diversas
concentragdes dos produtos.

Antiumectantes e Viabilidade Crescimento Esporulagéao B Classificagéao
concentracoes (%) (mm) (n? de con.x10°) toxicologica
Oxido de magnésio
Controle 999 A 90,0 A 58 A - -
0,01% 99,5 A 90,0A 6,0 A 102 C
0,05% 99,7 A 90,0 A 7,3 A 111 C
0,1% 93,6 B 90,0 A 55A 97 C
0,5% 93,2B 23,3B 0,2B 23 T
1,0% 93,7 B 6,8 C 0,0B 13 T
Teste F 74,18** 56,64** 15,33** - -
CV (%) 1,63 11,87 9,62 - -
Celulose microcristalina
Controle 99,6 A 90,0 1,7 A - -
0,01% 995 A 90,0 1,4 AB 93 C
0,05% 99,7 A 90,0 1,6 A 103 C
0,1% 99,6 A 90,0 1,3 AB 90 C
0,5% 99,5 A 90,0 1,1 AB 84 C
1,0% 99,1 A 90,0 0,9B 88 C
Teste F 0,23"° - 4,12 - -
CV (%) 2,66 - 11,46 - -
Dioxido de silicio
Controle 98,2 A 90,0 1,65 A - -
0,01% 97,2 A 90,0 1,68 A 100 C
0,05% 97,0 A 90,0 0,93 A 81 C
0,1% 97,6 A 90,0 0,90 A 80 C
0,5% 979 A 90,0 0,85 A 69 C
1,0% 974 A 90,0 0,78 A 77 C
Teste F 1,12M8 - 3,39* - -
CV (%) 1,46 - 3,54 - -

Valores originais, mas analises estatisticas de esporulagdo e viabilidade realizadas com dados transformados em log x e arc
sen x/100, respectivamente. Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, n&o diferem entre si pelo teste
de Tukey (p = 0,05). NS nao significativo, ** * significativo a 1% e a 5% de probabilidade, respectivamente. IB Indice biolégico.
CV coeficiente de variagdo. C. compativel, T. toxico.

Embora diferentes produtos tenham se mostrado compativeis ao fungo B.
euphorbiae o antiumectante didéxido de silicio, a 1%, foi escolhido para compor a

formulacdo. Em razao de sua textura, o produto € constituido por um p6é muito fino
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que permite aumentar o volume da preparacdo (conidios + antiumectante),

facilitando o manuseio para obtencdo de uma mistura homogénea.

3.4. Toxicidade de espalhantes adesivos ao Bipolaris euphorbiae

Os produtos utilizados neste ensaio sdo comumente empregados em
pulverizacbes e associados a herbicidas e outros defensivos agricolas, visando
melhorar a eficiéncia dos produtos, com exceg¢ao do polivinilpirrolidona (PVP), um
polimero com fung&o adesiva e rotineiramente usado para inoculagdo de sementes
de leguminosas na agricultura atual (HOWIESON; EWING; THORN, 1987).

Os espalhantes adesivos testados causaram efeitos significativos sobre o
fungo em um ou mais parametros avaliados, sendo na maioria, considerados tdéxicos
ou moderadamente tdxicos (Tabelas 8 e 9).

De acordo com os dados obtidos e calculo do IB, a concentragcao
recomendada do produto Haiten® (0,01%) mostrou-se compativel com B.
euphorbiae, apresentando uma margem de seguranga para Sseu uso, uma vez que 0
produto foi atéxico ao fungo, mesmo utilizado em concentragdo cinco vezes maior
(0,05%) do que a recomendada (Tabela 9).

A concentragdo recomendada do produto DuFol® (0,02%) nao foi testada
devido a padronizacdo metodolégica estabelecida, mas pelos dados obtidos foi
possivel verificar a compatibilidade do produto com o fungo, na metade desta
concentragao.

Para potencializar a eficiéncia de herbicidas quimicos sao adicionados
surfactantes e espalhantes adesivos a calda de pulverizagdo. Sendo assim, tais
classes de adjuvantes vém sendo avaliadas quanto a possibilidade de uso
associado com B. euphorbiae. A interagdo do fungo com adjuvantes e herbicidas
comumente usados para controle do amendoim-bravo foi investigada por alguns
autores (NEMOTO et al.,, 2002; TOFFANELLI, 1997; GAZZIERO et al., 1989).
Entretanto esses autores nao determinaram o perfil de toxicidade dos diversos
produtos testados ao fungo, avaliando isoladamente parametros biol6gicos,
diferentemente do presente trabalho que estabeleceu uma relacdo entre
germinacao, crescimento e esporulacdo, para tracar tal perfil.
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Tabela 8 - Toxicidade dos espalhantes adesivos DuFol®, Agral® e Energic® para Bipolaris
euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo diversas concentragées dos produtos.

Espalhantes adesivos  Viabilidade Crescimento Esporulacao IB  Classificagao
e concentracdes (%) (mm) (n? de con.x10°) toxicologica
DuFol®
Controle 99,6 A 90,0 A 39A - -
0,01% 99,1 AB 75,3 B 1,9B 71 C
0,05% 98,4 B 45,0 C 1,7B 52 MT
0,1% 98,3 B 38,3D 1,0B 41 T
0,5% 98,4B 290 E 09B 36 T
1,0% 98,3B 28,3 E 0,9B 35 T
Teste F 6,32** 978,87** 11,05** - -
C.V. (%) 1,26 1,60 4,87 - -
Agral®
Controle 98,9 A 90,0 A 1,8A - -
0,01% 98,6 A 51,8 B 1,2A 68 C
0,05% 98,2 A 30,5C 1,0A 51 MT
0,1% 98,2 A 25,8D 1,2A 53 MT
0,5% 98,0 A 21,3 E 1,0A 47 MT
1,0% 98,1 A 20,8 E 1,0A 46 MT
Teste F 1,66M° 4752,20** 1,36 N° - -
C.V. (%) 1,25 0,92 3,67 - -
Energic®
Controle 98,9 A 90,0 A 1,3A - -
0,01% 97,9 AB 47,5B 0,7B 57 MT
0,05% 97,6 B 30,0C 0,6B 46 MT
0,1% 52C 23,8D 0,5BC 30 T
0,5% 4,7C 18,3 E 0,3BC 18 T
1,0% 4,4 C 15,3 F 0,1C 12 T
Teste F 3737,13** 3286,21** 17,03** - -
CV (%) 2,28 1,25 1,83 - -

Valores originais, mas analises estatisticas de esporulacéo e viabilidade realizadas com dados transformados em log x e arc
sen x/100, respectivamente. Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, n&o diferem entre si pelo teste
de Tukey (p = 0,05). NS nao significativo, ** significativo a 1% de probabilidade. IB Indice biolégico. CV coeficiente de variagao.
MT. moderadamente téxico, C. compativel, T. téxico.

Os espalhantes adesivos Energic® e Aterbane®, nas doses recomendadas
pelos fabricantes influenciaram significativamente a germinacao de B. euphorbiae,
embora tenha se mantido acima de 80%, apds 490 minutos de incubagdo (NEMOTO
et al., 2002). Tal resultado nao foi obtido no presente estudo cuja germinacao, apos
420 minutos, foi de 5,2% usando metade da dose recomendada pelo fabricante
(0,1%) (Tabela 8).
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Tabela 9 - Toxicidade do espalhante adesivo Haiten® e do agente adesivo PVP K-30° para
Bipolaris euphorbiae cultivado em meio de cultura contendo diversas concentracdes dos
produtos

Espalhantes adesivos  Viabilidade Crescimento Esporulagéao IB Classificagao
e concentracdes (%) (mm) (n? de con.x10°) toxicologica

Haiten®
Controle 99,3 A 90,0 A 1,1A - -
0,01% 99,1 A 90,0 A 0,9 AB 94 C
0,05% 98,7 A 60,5 B 0,7 ABC 68 C
0,1% 98,4 A 448 C 0,6 BC 56 MT
0,5% 92,3B 26,0D 0,3C 36 T
1,0% 91,2B 23,3 E 0,2C 30 T

Teste F 71,18** 1594,09** 9,43** - -

C.V. (%) 1,43 1,42 1,91 - -

PVP K-30°
Controle 99,3 A 90,0 10,2 A - -
0,01% 98,4 AB 90,0 3,3A 71 C
0,05% 98,9 AB 90,0 2,3A 66 MT
0,1% 97,3B 90,0 4,5A 76 C
0,5% 97,9 AB 90,0 58A 81 C
1,0% 97,2B 90,0 7,8A 90 C

Teste F 5,54** - 2,26"° - -

CV (%) 1,75 - 33,16 - -

Valores originais, mas analises estatisticas de esporulagéo e viabilidade realizadas com dados transformados em log x e arc
sen x/100, respectivamente Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum, na coluna, n&o diferem entre si pelo teste
de Tukey (p = 0,05). NS néo significativo, ** significativo a 1% de probabilidade, IB Indice biolégico. CV coeficiente de variagéo.
MT. moderadamente toxico, C. compativel, T. toxico.

O efeito de 10 espalhantes adesivos no desempenho bioldgico e infectividade
do fitopatdégeno Cylindrocarpon sp. sobre a macrofita aquatica Sagittaria
montevidensis que vem se destacando por conta do profuso crescimento em areas
agricolas e reservatérios, foi avaliado por FIORILLO (2007). Os produtos Aterbane®
e Energic® reduziram, em média, 55% do crescimento do fungo em relagido a
testemunha, enquanto que Silwet®, Herbitensil®, Agral® e Haiten® proporcionaram um
incremento significativo na esporulagdo. As melhores condigbes para germinagao
foram obtidas na presenca de Tween (84%) e Aterbane (81%).

Para PVP K-30°, embora a analise da germinagao tenha mostrado diferencas
significativas entre os tratamentos, a porcentagem de conidios viaveis é considerada
satisfatoria do ponto de vista do controle biolégico (Tabela 9). O nimero de conidios
produzidos foi diretamente proporcional ao aumento da concentragdo do produto,

exceto no tratamento contendo 0,05% que apresentou o menor valor, mas nao
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diferiu estatisticamente dos demais. A maioria das concentragdes foram
consideradas compativeis ao fungo, e embora 0,05% tenha sido classificada como
moderadamente toxica, o valor do indice biolégico (IB=66) esta no limite maximo
para esta classificacdo (Tabela 9).

Para compor a formulagéo foram escolhidos o espalhante adesivo Haiten®, na
concentragdo recomendada pelo fabricante (0,01%) e o adesivo PVP K-30° a 0,1%,

sendo atéxicos ao fungo.

3.5. Avaliacao da Vviabilidade de Bipolaris euphorbiae durante o

armazenamento da formulacao

A andlise de variancia mostrou que a interagdo dos fatores condicdo de
armazenamento versus periodo de avaliagdo foi significativa (F= 48,21**) e o
desdobramento desta interacdo (Tabela 10) permitiu avaliar a manutencdo da

viabilidade do fungo ao longo do tempo.

Tabela 10 - Desdobramento da interagéo condigdes de armazenamento versus periodo
de avaliacdo, significativa para a viabilidade de conidios de Bipolaris euphorbiae
armazenados por 245 dias em temperatura ambiente e sob refrigeragéo

Periodo dfa avaliagcéao Viabilidade dos conidios (%) Teste F
(dias) Condicao de armazenamento
Temperatura ambiente Refrigeracdo (4°C)
0 97,78 Aa 97,00 Aa 0,07"°
31 97,44 Aa 98,04 Aa 0,04
61 96,80 Aa 92,80 Aa 1,87\
92 77,50 Bb 92,98 Aa 28,04**
122 75,02 Bb 89,96 Aa 26,12**
153 74,80 Bb 90,12 Aa 27,47**
184 64,00 Bc 93,08 Aa 98,97**
214 59,60 Bc 94,06 Aa 138,98**
245 35,20 Bd 94,92 Aa 417,40**
Teste F 100,80** 1,75M

Médias seguidas por pelo menos uma letra maiuscula na linha e miniscula na coluna, nao diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey (p = 0,05). NS n&o significativo; **significativo a 1% de probabilidade.
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Durante os primeiros 61 dias as condigbes de armazenamento n&o
determinaram diferencas significativas na viabilidade dos conidios, sendo mantida
maior que 92% (Tabela 10). A partir da avaliacao seguinte (92 dias), a condicao de
armazenagem passou a ser considerada um fator limitante para a manutencao da
viabilidade, sendo que a refrigeracdo a 4°C proporcionou os melhores resultados ao
longo de 245 dias de avaliagcdo, ndo havendo diferenca significativa na viabilidade
considerando este periodo (Tabela 10). Segundo Elzein, Kroschel e Muller-Stéver
(2004), a estocagem sob baixas temperaturas permite manter o patégeno em um
estado fisiologicamente dormente e consequentemente prolongar sua viabilidade.

Estudos que abordam o desenvolvimento de bioprodutos devem enfatizar a
busca de alternativas que permitam o armazenamento a longo prazo em
temperatura ambiente, a fim de facilitar a distribuicdo e uso destes produtos
(ELZEIN; KROSCHEL; CADISCH, 2008).

A manutencédo da viabilidade de microrganismos em formulacdes, durante o
armazenamento, é dependente do teor de umidade. FENG; POPRAWASKI;
KHACHATOURIANS (1994) observaram a correlacédo entre estes dois aspectos. No
entanto, a adicdo de didxido de silicio cuja fungéo seria dificultar a absor¢ao de agua
pelo fungo, impedindo sua germinacdo, nao foi suficiente para manter os conidios
vidveis em temperatura ambiente ao longo do periodo avaliado, observando-se uma
reducdo de 64% na viabilidade entre a primeira e a ultima avaliagdo. Uma provavel
alternativa seria a busca por adjuvantes com propriedades termoestabilizadoras que,
associados ao patégeno, melhorem sua estabilidade durante o armazenamento sob
tal condigéo.

As condicbes de armazenamento de uma formulacdo granulada do fungo
antagonista Fusarium oxysporum foi avaliada por Elzein, Kroschel e Muller-Stéver
(2004). Os autores observaram que clamidésporos do patdégeno mantiveram-se 25-
69% e 100% viaveis ap6s um ano armazenados em temperatura ambiente e a 4°C,
respectivamente, sugerindo que é mais provavel que armazenamentos a longo prazo
sejam bem sucedidos mantendo-se o agente de controle em baixas temperaturas.

A mesma formulacédo de F. oxysporum mantida a 4°C foi avaliada quanto a
eficiéncia em infectar Striga hermonthica (striga ou erva bruxa) apds cinco anos de

armazenamento, comparando-se com uma formulagédo fresca do fungo (ELZEIN;
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KROSCHEL, CADISCH, 2008). Ambas as preparagdes mostraram-se altamente
eficientes causando doenca em 100% das plantas de stiga. Os autores concluiram
que os ingredientes da formulagdo nao afetaram a viruléncia e eficacia de F.
oxysporum, que apresentou o mesmo potencial de controle, mesmo apds o longo
periodo de armazenamento. No presente trabalho n&o foi possivel avaliar a
eficiéncia da formulagdo a base de B. euphorbiae sobre E. heterophylla ao final do
periodo avaliado (245 dias).

Diferentes formulagbes de Penicillium oxalicum foram avaliadas quanto a
manutencdo da viabilidade sob temperatura ambiente e a 4°C, considerando
também o tipo de embalagem (a vacuo ou nao), durante um ano (SABUQUILLO; de
CALL; MELGAREJO, 2010). As formulacdes armazenadas sob baixa temperatura
apresentaram taxa de germinacgao significativamente maior do que as armazenadas
em temperatura ambiente, independente do tipo de embalagem. Os autores
verificaram ainda que o fungo formulado foi capaz de reduzir em 50% a ocorréncia
de Fusarium na cultura de tomate, comprovando a eficiéncia do bioproduto
armazenado.

O fungo Colletotrichum truncatum foi altamente virulento para Sesbania
exaltata, importante planta daninha de ocorréncia em culturas de algodao, soja e
arroz, mesmo depois de 8 anos de armazenamento a -20 °C e a viruléncia foi um
pouco menor quando o armazenamento foi feito a 4°C (SCHISLER e JACKSON,
1993). Os autores observaram que a sobrevivéncia dos conidios deste fitopatdégeno
em formulagbes armazenadas a temperatura ambiente, foi significativamente menor

do que quando armazenado em temperaturas mais baixas.

3.6. Avaliacao da infectividade de Bipolaris euphorbiae em Euphorbia

heterophylla, apés formulacao

Sintomas tipicos de infec¢do causados pelo fungo foram observados (Tabela
11), embora este ndo tenha causado a mortalidade das plantas. Todas as plantas
submetidas a pulverizagdo com a calda contendo conidios do fungo apresentaram
pelo menos um ou mais sintomas de infeccdo pelo fungo. Observou-se notada
incidéncia de clorose foliar, equivalente a 70% das plantas do tratamento contendo o
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fungo. Manchas no caule e queda foliar foram observadas em 30% das plantas no
tratamento contendo o fungo. A ocorréncia de lesdes foliares, incluindo pontos de
necrose e necrose nas bordas foi de 40% e 20%, respectivamente. No tratamento
cujas plantas foram pulverizadas apenas com a mistura de adjuvantes, observaram-
se pontos de necrose em 20% das plantas. Os produtos utilizados (Tinosorb M®,
Tween 80%, Haiten® e PVP K-30®) para compor a formulagéo do tipo péd molhavel,
podem ter contribuido para a ocorréncia de alteracbes na morfologia da cera
epicuticular ou lesdes no tecido foliar, resultando nos pontos de necrose observados.
Este fato pode facilitar a acdo do fitopatdogeno, contribuindo para a ocorréncia dos
demais sintomas observados. A inducdo de inflorescéncia da planta e o
murchamento de algumas folhas foram verificados em 30% das plantas. Em
nenhuma planta foi observada a perda de sustentacéo do caule.

De modo geral, 70% das plantas de amendoim-bravo pulverizadas com a
calda contendo o fungo associado aos adjuvantes apresentaram pelo menos um
sinal de inibicao de desenvolvimento, comparando-se os tratamentos controle e, em
média, a altura do caule (43,7 cm) foi 18% menor dos que as plantas pulverizadas

com agua (53,2 cm) e a mistura de adjuvantes (53,8 cm).

Tabela 11 - Sintomas de infeccdo de Euphorbia heterophylla causados pela
pulverizagdao com a formulacao de Bipolaris euphorbiae.

Sintomas avaliados Plantas com sintomas (%)
Pulverizadas com  Pulverizadas Pulverizadas com
agua com adjuvantes fungo + adjuvantes
Necrose de borda 0 0 20
Necrose pontual 0 20 40
Clorose 0 10 70
Queda foliar 0 0 30
Murchamento 0 0 30
Manchas no caule 0 0 30
Perda de sustentagéo do caule 0 0 0
Inducao de inflorescéncia 0 0 30
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A acdo de B. euphorbiae se da pela producdo de uma toxina, ainda nao
caracterizada, durante o processo de infeccdo e que causa danos aos tecidos
vegetais (GAZZIERO e YORINORI, 1993). Segundo VIDHYASEKARAN et al.
(1986), a toxina é responsavel pela patogenicidade do fungo. O cultivo sucessivo em
meio de cultura sintético possivelmente é uma explicacdo para o fato de B.
euphorbiae nao ter causado mortalidade das plantas, pois pode ter diminuido sua
capacidade de produzir a toxina. Apesar disso, foi possivel reisolar o patégeno de
folnas com sintomas de infecgao.

Novos estudos devem ser conduzidos visando incrementar a viruléncia do
patégeno e avaliar sua infectividade apd6s longo do periodo de armazenamento em
temperatura ambiente e em condi¢cées de campo. A formulacao obtida no presente
trabalho foi capaz de manter a infectividade de B. euphorbiae para E. heterophylla e
pode representar um passo importante no sentido de obter um bioproduto a base do
fungo.

4. CONCLUSOES

e Bipolaris euphorbiae é afetado pela acdo de fotoprotetores, surfactantes,
antiumectantes e espalhantes adesivos usados como adjuvantes na formulagao
de um bioproduto a base do fungo.

e O desenvolvimento do fungo € influenciado pela concentragcdo dos adjuvantes
usados para compor a formulagao;

e A temperatura afeta a longevidade da formulacdo. Conidios formulados e
armazenados sob refrigeracdo apresentam maior viabilidade ao longo do
periodo de armazenamento.

e A formulagédo ndo influencia a patogenicidade, pois o fungo formulado é capaz
de mostrar sintomas de infecgdo em Euphorbia heterophylla.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

A obtencao de um bioherbicida compreende o desenvolvimento de diversas
etapas. Inicia com a produgdo em larga escala do patégeno, prossegue com a
secagem e extragdo dos propagulos infectivos e com a adicao de adjuvantes que
visam manter a viabilidade e infectividade do bioagente ao longo do armazenamento
e melhorar seu desempenho em campo.

Com base nos resultados obtidos nos ensaios deste trabalho foi possivel
verificar que a producao de B. euphorbiae por 10 dias pelo método convencional em
meio sélido proporciona a melhor relagao “esporulagdo com alta viabilidade versus
tempo de cultivo”. A secagem pelo fluxo continuo de ar e a obtencao de conidios por
peneiramento favorecem a integridade dos conidios mantendo-os viaveis. Dentre os
adjuvantes testados para formular um bioherbicida, o fotoprotetor Tinosorb M® a 1%,
o surfactante Tween 80® a 0,1%, o antiumectante diéxido de silicio a 1%, o
espalhante adesivo Haiten® a 0,01% e o polimero adesivo PVP K-30® a 0,1% foram
selecionados pela compatibilidade com B. euphorbiae e por ndo afetarem sua
capacidade infectiva. A longevidade do fungo formulado é maior quando mantido
sob refrigeragéo.

Embora estes achados representem um passo importante no
desenvolvimento de um bioproduto a base de B. euphorbiae, ha ainda varios
aspectos que precisam ser investigados, tais como: a) buscar meios ou métodos que
permitam a conservacao do bioagente viavel e infectivo em temperatura ambiente; b)
verificar a manutencao da infectividade do fungo formulado, por pelo menos 12
meses de armazenamento; c) testar sua infectividade em diferentes biétipos de E.
heterophylla; d) verificar a eficiéncia da formulagao no controle de E. heterophylla em
condicOes de campo.

O desenvolvimento de formulagdes € importante para tornar os bioprodutos
disponiveis para uso no manejo integrado de plantas daninhas. Justifica-se,
portanto, os esforgos realizados para desenvolver esses produtos.
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