AREAS BASICAS

PRODUCAO DE BIPOLARIS EUPHORBIAE EM MEIOS DE CULTURA SOLIDOS
E LIQUIDOS OBTIDOS DE GRAOS E RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS (})

MARA CRISTINA PENARIOL (%); ANTONIO CARLOS MONTEIRO (*;
ROBINSON ANTONIO PITELLI (4); GENER TADEU PEREIRA (°)

RESUMO

A introducao de Bipolaris euphorbiae como bioagente de controle de Euphorbia heterophylla é dependente
da producdo de conidios em grande quantidade. No presente trabalho, objetivou-se definir meios de
cultura sélidos e liquidos, obtidos de graos ou residuos da agroindustria, eficazes para a producado de
conidios de B. euphorbiae. No preparo dos meios sélidos utilizaram-se graos de arroz, trigo e sorgo, quirelas
de arroz, milho e trigo, sorgo moido, farelos de arroz, trigo e soja, cascas de mandioca e soja, casca de
mandioca + farelo de soja, bagaco de cana e bagago de cana + amido solavel. No preparo dos meios
liquidos, utilizaram-se grdos de arroz, sorgo e trigo, quirela de milho, farelos de trigo, soja e arroz,
casca de mandioca e soja, vinhaca de cana e dgua de prensa da mandioca. Avaliaram-se a produgdo e a
viabilidade dos conidios e a viruléncia do fungo e, nos meios liquidos, também a biomassa. A producao
de conidios é influenciada pelo tipo de meio de cultura, sendo acentuadamente maior nos meios sélidos,
destacando-se, como substratos, o sorgo em grao (474 x 10° conidios g™) e a casca de soja (472 x 10°
conidios g1). Dentre os meios liquidos obteve-se mais produgao usando-se farelo de trigo (1,33 x 10°
conidios mL™?). A viruléncia e a viabilidade de B. euphorbiae nao sido afetadas pelo preparo de meios
s6lidos ou liquidos e pela composi¢dao nutricional dos meios de cultura. Na maioria dos meios sélidos
ou liquidos obteve-se viabilidade de conidios maior que 98%; apenas os conidios produzidos nos meios
so6lidos de quirela de arroz, casca de mandioca + farelo de soja e farelo de soja estavam com viabilidade
significativamente menor.

Palavras-chave: controle biol6gico, planta daninha, substratos naturais, esporulacido, viabilidade,
viruléncia.
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ABSTRACT

PRODUCTION OF BIPOLARIS EUPHORBIAE IN SOLID AND LIQUID CULTURE MEDIA OBTAINED
FROM GRAINS AND AGRICULTURAL INDUSTRY RESIDUES

The introduction of Bipolaris euphorbiae as a bioagent for Euphorbia heterophylla control depends on
fungal conidia production in large amount. This work evaluate to solid and liquid culture media obtained
from grains and residues from agriculture industries for conidial production of B. euphorbiae. The fungus
was cultivated in different solid media obtained from grains of rice, wheat and sorghun, cracked rice,
corn and wheat, ground sorghun, rice, wheat and soybean brans, cassava and soybean peels, cassava
peel + soybean bran, sugar-cane bagasse and sugar-cane bagasse + soluble starch. The liquid media were
obtained from grains of rice, sorghum and wheat, cracked corn, wheat, soybean and rice bran, cassava
and soybean peels, sugar-cane vinasse and water from cassava bran production. The production and
viability of conidia and virulence of the fungus were evaluated, and in liquid media assay the micelial
biomass was also mesuared. The conidial production is influenced by the type of culture medium and
was higher on solid media. The larger productions were obtained using sorghum grains and soybean
peel as substrates (474 x 10° conidia g™ and 472 x 10° conidia g, respectively). Among the liquid media,
the larger conidial production was verified using wheat bran as substrate (1.33 x 10° conidia ml). The
fungal virulence and viability of B. euphorbiae is not affected by the preparation of solid or liquid media
and by the composition of the culture medium. The conidial viability obtained from most solid and
liquid media was greater that 98%. Only conidia produced in the solid media obtained from cracked

rice, cassava + soybean peels and soybean bran showed significantly lower viability.

Keys word: biological control, weed, natural substrates, sporulation, viability, virulence.

1. INTRODUCAO

O fungo Bipolaris euphorbiae é considerado um
potencial agente para o controle biolégico do
amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla) em cultivos
de soja. Embora seja de facil multiplicacdo em
laboratério (Gazziero e YORINORI, 1993), para sua
introdugdo em programas de manejo de plantas
daninhas, é essencial que sejam realizados estudos
basicos de sua biologia e de interagdo com o
hospedeiro. Além disso, é de fundamental
importancia a determinagdo das condigdes favoraveis
para o crescimento e a esporulagdo do fungo e o
estabelecimento de um método eficiente para a
produgdo massal.

A composicdo nutricional do meio de
producado pode ter efeito marcante na eficacia dos
propagulos, destacando-se o biocontrole e a
estabilidade durante o armazenamento (JACksoN et al.,
1996). Segundo BoYETTE et al. (1991), a producdo de
inéculo de agentes de biocontrole de plantas
daninhas, em pequena escala, pode ser obtida em
meios de cultura como suco V8 ou agar-nutriente.
Embora a técnica de cultivo em placas seja utilizada
para a realizacdo de estudos relacionados a nutrigdo
e a relacdo patégeno-hospedeiro, ela é de escopo
limitado para a produgdo em grande escala.

Para a estratégia inundativa de controle
biol6gico sdo requeridos métodos para a producgdo de
grandes quantidades de propagulos infecciosos, uma
vez que grandes areas serao tratadas, uma ou mais
vezes anualmente (TEBEEST, 1984). O material usado
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para obtengdo de in6culo deve ser de baixo custo e
com ele serem proporcionadas grandes concentragdes
de propagulos vidveis bastante eficazes (ALBOUVETTE
et al., 1993). Dentre os produtos da agricultura
disponiveis e acessiveis destacam-se as farinhas de
soja, milho, amendoim, trigo e peixe, carogo de
algodao, dgua de maceracdo de milho, residuos
soltiveis de destilarias, leveduras de panificacdo e
plantas forrageiras (BoYeTTE et al., 1991; CHURCHILL,
1982; MoRAEs et al., 1991).

Na literatura, ha varios trabalhos em que se
analisou a utilizacdo de diversos substratos para a
producdo de fungos. ViLas Boas (1996) trabalhou com
quatro substratos facilmente disponiveis na regido de
Pernambuco, como caupi (Vigna unguiculata), feijao
(Phaseolus vulgaris L.), fava (Phaseolus lunatus L.) e
sorgo (Sorgum bicolor L.) para a producao de
Metarhizium anisopliae. BAsTos et al. (1976) empregaram
farinha de milho, de arroz, de trigo e a mistura desses
amildceos, visando obter mais producdo de esporos
do mesmo fungo e, também, substituir os componentes
do meio até entdo utilizado, por serem caros e algumas
vezes dificeis de serem obtidos. OLIVEIRA (2000) avaliou
a producdo do fungo entomopatogénico Sporothrix
insectorum em meios liquidos, obtidos a partir de
macerados de feijdo, guandu (Cajanus cajan L. e soja
(Glycine max L.), extratos de batata, fuba e soja, leite
em po, farelo de trigo e arroz.

A introducdo de B. euphorbise em programas
de manejo integrado de E. heterophylla é dependente
da producao de conidios em larga escala, mas poucos
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trabalhos foram desenvolvidos para a definigdo de
substratos adequados para a produgao massal e para
o estabelecimento das condi¢Oes necessdarias a
manutencdo da qualidade do produto por longo
tempo. MARCHIORI (1996) verificou que, em meio V8-
dgar e graos de arroz mais sorgo, houve mais
produgdo e melhor qualidade de conidios do fungo
em relagdo aquele com graos de girassol. GAZZIERO e
YorINORI (1990) constataram que, apés 14 meses de
armazenamento a 4 °C, a germinagdo de esporos
armazenados puros foi lenta e menor em relagédo
aquela obtida com esporos formulados em lactose.

No presente trabalho, o objetivo foi o de se
definirem meios de cultura sélidos e liquidos, obtidos
de graos ou residuos da agroindtistria, eficazes para
a producao de conidios de B. euphorbiae.

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério
de Microbiologia, do Departamento de Produgao
Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias (FCAV), da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), localizada em Jaboticabal (SP), no
periodo de setembro de 2005 a margo de 2006.

Em todos os ensaios realizados, utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. Avaliaram-se 15 meios sélidos feitos com
graos de arroz, trigo e sorgo, quirelas de arroz, milho
e trigo, sorgo moido, farelos de arroz, trigo e soja,
cascas de mandioca e soja, casca de mandioca + farelo
de soja, bagaco de cana e bagaco de cana + amido
solavel, e 12 meios liquidos obtidos de graos de arroz,
sorgo e trigo, quirela de milho, farelos de trigo, soja e
arroz, casca de mandioca e soja, vinhaca de cana e
dgua de prensa da mandioca, que constituiram os
tratamentos dos ensaios. Para a execuc¢do das
analises, usou-se o programa SAS (1995). Os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
probabilidade.

Foi usado o isolado FCAV# 569 de B.
euphorbiae, cedido pelo Laboratério de Controle
Biolégico de Plantas Daninhas Prof. Giorgio de
Marinis, da FCAV/UNESP, originalmente obtido por
pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa em

Soja, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuadria
(EMBRAPA/CNPSo), localizado em Londrina (PR).

O fungo foi cultivado em placas de Petri,
contendo o Meio Minimo de Pontercorvo (1953), cuja
formulacdo, descrita por Azevepo e Costa (1973), foi
modificada pela troca do agticar e adicdo de peptona
(PEnarIOL, 2006), estabelecendo-se a seguinte

composicdo: 6,0 g de NaNO;, 1,52 g de KH,PO,, 0,52
g de MgS0,.7H,0, 0,52 g de KCl, 0,01 g de FeSO,, 0,01
g de ZnCl,, 10 g de amido, 2,0 g de peptona, 15 g de
agar e 1000 mL de 4gua destilada. O meio de cultura
foi esterilizado em autoclave por 20 minutos e a
vidraria em estufa a 180 °C por trés horas.

Para o preparo dos meios sélidos, utilizaram-
se os seguintes substratos: graos de sorgo, trigo e
arroz, quirelas de arroz, milho e trigo, sorgo moido,
farelos de arroz, trigo e soja, cascas de soja e mandioca,
casca de mandioca (70%) + farelo de soja (30%),
bagaco de cana-de-agtcar, bagago de cana-de-acticar
+ amido soltvel (1%). O sorgo moido foi obtido pela
trituragdo rapida de graos em liquidificador, usando-
se a tecla pulsar. A casca de mandioca foi secada em
estufa com circulagdo for¢cada de ar a 60 °C por 48
horas e, em seguida, manualmente triturada; essa
casca e o bagaco de cana-de-agticar foram peneirados
em malha de 4 mm.

Os graos de sorgo (280 g), trigo (240 g) e arroz
(240 g) foram cozidos em agua destilada fervente, por
cinco minutos, em fogo brando. As quirelas de arroz
(320 g), milho (320 g) e trigo (200 g), o sorgo moido
(280 g), os farelos de trigo (160 g) e soja (200 g) e a
casca de soja (80 g) foram embebidos em agua
destilada, correspondente a trés vezes a quantidade
de cada substrato, durante 15 minutos. Ao bagago de
cana-de-acguicar, a casca de mandioca, a casca de
mandioca + farelo de soja e o farelo de arroz foram
adicionados, respectivamente, 20, 30, 25 e 40 mL de
dgua destilada, quantidades determinadas em pré-
ensaios.

Os substratos foram colocados em frascos
erlenmeyers com capacidade para 250 mL, vedados
com tampdo de algodao, recobertos com papel
aluminio e colocados em autoclave por 30 minutos.
Foram usadas diferentes quantidades de cada
substrato, de acordo com suas caracteristicas,
conforme segue: 70 g de sorgo em grao, 60 g de trigo
em grdo, 60 g de arroz em grao, 80 g de quirela de
arroz, 80 g de quirela de milho, 50 g de quirela de
trigo, 70 g de sorgo moido, 50 g de farelo de arroz, 40
g de farelo de trigo, 50 g de farelo de soja, 20 g de
casca de soja, 30 g de casca de mandioca, 21 g de casca
de mandioca + 9 g de farelo de soja, 20 g de bagaco
de cana, 20 g de bagago de cana + 0,20 g de amido
solavel.

Determinaram-se as quantidades de
carboidratos solaveis e totais, e de nitrogénio e fésforo
(Tabela 1), respectivamente no Laboratério de
Tecnologia de Produtos Agricolas e no Laboratério de
Quimica Analitica, do Departamento de Tecnologia da
FCAV/UNESP, sendo tais analises realizadas apds
submeter os meios a autoclave.
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Os meios liquidos foram preparados de acordo
com método descrito por WENZEL et al. (2006), com as
seguintes quantidades de substratos em 1000 mL de
dgua destilada: a) 100 g: graos de arroz, de sorgo e
de trigo, quirela de milho, cascas de mandioca e de
soja; b) 50 g: farelos de trigo, de soja e de arroz; c) 100
mL: vinhaga e d4gua de prensa de mandioca.

Os meios preparados com grdos de sorgo e
trigo e de cascas de mandioca e de soja, foram obtidos
por meio do cozimento dos respectivos substratos, em
autoclave, por 20 minutos. Os meios preparados com
quirela de milho, farelos de arroz, trigo e soja foram
obtidos por cozimento em agua destilada fervente por
10 minutos. Com o arroz obtiveram-se dois meios
liquidos: o primeiro pelo cozimento em dgua destilada
fervente por 10 minutos, e o segundo, pelo cozimento
em iguais condi¢des, por 30 minutos. Em seguida,
todas as preparacgdes foram homogeneizadas em
liquidificador, por um minuto, e filtradas em pano

branco de algodao para retirada das partes grosseiras
do material. Aos meios de farelos de trigo, de soja e
de arroz foram adicionados 10 g de sacarose e, aos
demais 5g de dextrose. A vinhaca e dgua de prensa
da mandioca foram usadas “in natura”, sem adi¢do
de acgticar.

A todos os meios foi acrescentado
cloranfenicol (300 mg L) para se evitar a
recontaminagdo bacteriana durante o periodo de
incubagdo. Os pHs dos meios foram determinados com
ajuda de um potenciometro, optando-se pela
manutengdo dos valores originais, sem ajuste. Em
cada erlenmeyer, com capacidade para 250 mL, foram
adicionados 100 mL de meio, sendo vedado com
tampdo de algoddo e papel aluminio e autoclavado,
em seguida, por 30 minutos. Na tabela 1 tem-se a
composicdo dos meios liquidos autoclavados,
conforme as analises quimicas realizadas pelos
laboratérios ja mencionados.

Tabela 1. Composi¢do nutricional e meios de cultura sélidos e liquidos elaborados com graos e residuos agroindustriais.
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias, Jaboticabal (SP), 2006

) Carboidratos Carboidratos . . )

Meio de cultura pH soltveis* totais** Nitrogénio Fésforo
g 100g™ mg Kg! g Kg!

Solido
Sorgo em gréo - 0,97 68,16 872,40 3,08
Trigo em grédo - 2,01 32,36 715,90 4,84
Arroz em gréo - 0,77 63,85 489,20 2,60
Quirela de arroz - 0,87 71,01 496,40 2,52
Quirela de milho - 0,97 58,90 843,50 2,88
Quirela de trigo - 2,30 54,68 1327,90 4,32
Sorgo moido - 1,59 31,71 913,30 3,16
Farelo de arroz - 7,70 32,32 1937,60 4,28
Farelo de trigo - 3,80 21,07 537,40 5,46
Farelo de soja - 3,30 13,36 882,00 5,43
Casca de soja - 2,37 18,18 284,50 2,95
Casca de mandioca - 4,76 54,21 327,70 1,07
Casca de mandioca + farelo de soja - 6,66 41,71 532,60 2,59
Bagaco de cana-de-agtdcar - 1,28 1,28 273,00 2,55
Bagaco de cana-de-agtcar + amido solavel - 1,20 11,25 315,00 2,98
Liquido
Arroz em grao (cozido por 5 minutos) 6,70 0,51 - 383,30 0,48
Arroz em grao (cozido por 30 minutos) 6,38 0,53 - 417,10 0,63
Sorgo em gréo 6,19 1,09 - 229,10 0,91
Trigo em grédo 6,34 0,99 - 219,40 1,12
Quirela de milho 5,88 0,59 - 870,20 2,24
Farelo de trigo 6,54 2,44 - 1439,00 2,91
Farelo de soja 6,32 1,62 - 470,10 5,53
Farelo de arroz 6,75 1,23 - 1012,40 4,49
Casca de mandioca 6,08 1,92 - 200,00 0,91
Casca de soja 5,58 0,68 - 344,80 2,63
Vinhaga de cana-de-agtcar 4,77 4,13 - 229,10 0,13
Agua de prensa da mandioca 4,30 2,37 - 708,70 -

* Carboidratos solaveis (glicose 100g™).
** Carboidratos totais (amido 100g-1).
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A inoculagdo dos meios sélidos e liquidos foi
realizada em camara de fluxo laminar, por meio de
trés discos de cinco milimetros de didmetro, retirados
de culturas jovens do fungo, cultivado em placa de
Petri contendo Meio Minimo de Pontercorvo
modificado. A incubacdo foi realizada a 27 °C, em
auséncia de iluminagdo, por 15 dias e, nos meios
liquidos, ndo se usou aeragao forgada.

Em ambos os ensaios a avaliagdo foi feita no
15.° dia de cultivo. A produgao de conidios nos meios
solidos foi verificada, transferindo-se 1 g de cada meio
para tubo contendo 9 mL de uma mistura (1:1) de
solucgao salina (NaCl a 0,89% p/v) e solucao de Tween
80 (0,1% v/v). Para os meios liquidos, a massa micelial
formada no frasco foi vigorosamente agitada por trés
minutos com 15 g de pérolas de vidro e, a seguir,
coada em peneira com malha de 1 mm. O filtrado foi
entdo centrifugado por dois minutos a 3.000 r.p.m. e
o precipitado novamente disposto em 10 mL de
solugdo salina estéril. Tanto para os meios sélidos
como liquidos, determinou-se a quantidade de
conidios presentes na suspensdo com auxilio da
camara de Neubauer, apds vigorosa agitacdo em
agitador elétrico de tubos, usando-se diluicao
adequada quando necessario.

No ensaio com meios liquidos determinou-se
a biomassa fangica. A massa micelial formada em
frascos distintos dos usados para avaliacdo da
producdo de conidios, foi cuidadosamente removida,
filtrada em funil de Biichner sob bomba de véacuo e,
em seguida, desidratada a 60 °C até massa constante,
determinada em balancga analitica.

A viabilidade dos conidios foi avaliada por
meio de microcultivo e exame direto em ldmina de
microscopia, segundo método descrito por MARQUES et
al. (2004). Utilizaram-se as suspensdes obtidas para
determinagdo da produgdo de conidios nos meios
solidos e liquidos, padronizando-as na concentragdo
de 10° conidios mL™. O periodo de incubacdo foi de
12 horas.

Em ensaio realizado para avaliagdo da
viruléncia de B. euphorbia para E. heterophylla,
semeou-se o amendoim-bravo em vasos de plastico,
contendo mistura de solo e substrato PlantMax, na
proporgdo de 2:3, com uma planta por vaso. A
irrigacdo foi realizada uma vez por dia, mantendo-se
a umidade adequada ao crescimento das plantas.
Quando as plantas estavam com quatro a oito folhas
foram submetidas a inoculag¢do com 9 mL de
suspensao do fungo, padronizada em 10° conidios mL,
pulverizada sobre toda a parte aérea da planta com
auxilio de pulverizador manual. Foram utilizadas as
suspensdes de conidios obtidas nos ensaios de
produgdo em meios sélidos e liquidos ja descritos. As

aplicagdes foram feitas no fim do dia para se evitar
temperatura elevada. Em seguida, as plantas foram
mantidas em cdmara tumida por 14 horas e
transferidas para ambiente protegido, cuja
temperatura foi varidvel entre 23,5 e 27,5 °C e entre
22,0 e 25,5 °C, nos ensaios realizados com conidios
obtidos nos experimentos anteriores com meio sélido
e liquido respectivamente. Ap6s sete dias, as plantas
foram removidas dos vasos, sendo separadas as
raizes, caules e folhas. Efetuaram-se as determinagdes
de quantidade da matéria fresca de cada parte, e da
biomassa seca, em estufa com renovacgao forcada de
ar a 60 °C, até massa constante, determinada em
balanga analitica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de conidios do fungo foi
significativamente maior nos meios s6lidos elaborados
a base de sorgo em grdo e casca de soja, quando
comparados com os demais substratos. Entre estes ndo
se verificou diferenca significativa quanto a promogao
da producdo de conidios (Tabela 2).

Em B. euphorbiae ha grande habilidade na
utilizagdo de amido como fonte de carbono (PENARIOL,
2006). Pela tabela 1 verifica-se grande variacdo no
contetudo de carboidratos soluveis, carboidratos totais,
nitrogénio e fésforo dos meios. No meio de sorgo em
grdo constatou-se grande contetddo de carboidratos
totais - amido (68,16 g 100 g'1), de nitrogénio (872,4
mg kg™) e de fosforo (3,08 g kg!), mas esses valores
foram acentuadamente menores no meio de casca de
soja - 18,18 g 100 g, 284,5 ¢ kg e 2,95 g kg!
respectivamente. Apesar desse fato, é provavel que, em
ambos, as relagdes nutricionais sejam mais
balanceadas para o desenvolvimento do fungo, pois
sao proporcionadas as maiores producdes de
conidios.

Segundo CARLILE e WATKINSON (1994), em um
meio de cultura balanceado deverdo estar contidos
cerca de dez vezes mais carbono do que nitrogénio.
Nos outros meios, como por exemplo, em arroz em
grdo, em quirelas de arroz e de trigo e em casca de
mandioca, observou-se grande variagdo nos conteddos
de carboidratos totais, de nitrogénio e de fésforo,
possivelmente resultando em relagdes nutricionais
menos balanceadas para o fungo, o que nao foi
favoravel a producdo de conidios.

Avaliando-se a produgdo massal de B.
euphorbiae, MARCHIORI (1996) constatou que, em meio
V8-dgar e grdaos de arroz e sorgo, houve mais
produgédo e qualidade dos esporos em relagdo ao de
grao de girassol.

Bragantia, Campinas, v.67, n.4, p.805-814, 2008
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Tabela 2. Produgdo e germinagdo de conidios de Bipolaris euphorbiae obtidos em meios de cultura sélidos preparados
com graos e residuos agroindustriais. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias, Jaboticabal (SP), 2006

Meio sélido Conidios Germinagao
n° x 10° g de substrato %
Sorgo em gréo 474,0A 99,63A
Arroz em gréo 2,9B 99,41A
Trigo em grédo 1,6B 99,35A
Sorgo moido 5,7B 98,71A
Quirela de arroz 5,7B 85,10B
Quirela de milho 3,5B 99,27A
Quirela de trigo 21,5B 99,69A
Farelo de trigo 8,1B 99,05A
Farelo de arroz 6,2B 99,19A
Farelo de soja 6,2B 19,38D
Casca de mandioca + farelo de soja 2,8B 61,02C
Casca de mandioca 13,5B 98,82A
Casca de soja 472,0A 99,46 A
Bagaco de cana-de-agtdcar 1,8B 99,38A
Bagaco de cana-de-agtcar + amido solavel 1,7B 99,30A
F 17,38** 89,4**
CV (%) 115,1 5,2

Valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em log (x+1).
Médias seguidas por pelo menos uma letra maitiscula em comum, na coluna, nao sdo diferentes entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
** Significativo a 1% probabilidade.

NaHAs e ARrAI (1987) avaliaram a esporulagdo
do fungo Beauveria bassiana em meios elaborados com
farelo de trigo, farelo de soja e farelo de arroz; no de
farelo de trigo, a esporulagdo do fungo foi maior -
13,40 x 10° esporos placa de cultivo™. WENZEL et al.
(2006) verificaram producdo de mais quantidade de
conidios dos isolados JAB 02 e JAB 45 de Verticillium
lecanii nos meios obtidos de farelo de soja - 25,75 e
17,96 x 107 conidios g™! respectivamente; farelo de trigo
-19,30 e 13,16 x 107 conidios g'1 respectivamente; trigo
moido - 16,0 e 18,50 x 107 conidios g'1 respectivamente.

No resultado do teste de viabilidade, nos
conidios produzidos nos meios feitos com farelo de
soja, casca de mandioca + farelo de soja e quirela de
arroz, obteve-se menos capacidade de germinacdo,
com diferencas significativas entre si e dos conidios
produzidos nos demais meios (Tabela 2). Tal fato foi
mais evidente nos meios contendo farelo de soja,
sugerindo-se caréncia de algum fator nutricional
importante para a conidiogénese neste substrato, com
o que pode ter sido ocasionada deficiéncia
morfolégica ou fisiolégica, com conseqiiente redugdo
da porcentagem de germinacdo. De acordo com
Francisco et al. (2006), ha influéncia da composicdo
do meio de cultura na germinagdo de conidios de L.
lecanii, B. bassiana e Paecilomyces fumosoroseus, com
diferenca entre espécies e variagdes entre isolados de
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mesma espécie. A porcentagem de germinagdo dos
conidios produzidos nos demais meios foi variavel
entre 98,7% e 99,7%, ndao havendo diferenca
significativa na viabilidade.

Para que possam ser utilizados em programas
de manejo integrado, recomenda-se viabilidade
superior a 90% dos conidios dos fungos. Esse valor
foi constatado com os conidios produzidos na maioria
dos meios avaliados neste trabalho, resultado
semelhante ao obtido por MarcHIORI (1996), com os
meios feitos com milho de pipoca, milho + arroz, milho
+ sorgo, sorgo + arroz, além de sorgo e arroz
isoladamente. No entanto, no estudo de WENZEL et al.
(2006), apenas os conidios dos isolados JAB 02 e JAB
45 de V. lecanii produzidos no meio de lentilha em
grao, estavam com viabilidade maior que 90%.

A viruléncia do fungo ndo foi afetada pela
produgdo nos meios sélidos pois, no 7° dia apés a
inoculagdo, em todas as plantas pulverizadas com
conidios produzidos nos diferentes meios,
identificaram-se os sintomas caracteristicos de
infeccdo pelo fungo, como necrose nas folhas e
desfolhamento parcial; tais sintomas ndo foram
verificados nas plantas-testemunha. Os resultados
referentes a massa da quantidade das matérias fresca
e seca das raizes, dos caules e das folhas de E.
heterophylla estdao relacionados na tabela 3.
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Tabela 3. Quantidades de matéria fresca e seca da raiz, caule e folhas de Euphorbia heterophylla, aos sete dias

ap6s a inoculagdo com conidios de Bipolaris euphorbiae produzidos

Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal (SP), 2006.

em meios sélidos. Faculdade de Ciéncias

Matéria fresca

Meio soélido

Matéria seca

Raiz Caule Folha Raiz Caule Folha
g

Testemunha (%) 1,95AB 2,48AB 2,55A 0,15A 0,13A 0,38A
Sorgo em grao 2,65A 1,91AB 0,47B 0,17A 0,10A 0,08B
Arroz em grao 0,85B 1,62AB 0,54B 0,06A 0,06A 0,07B
Gréao de trigo 2,09AB 1,73AB 0,80AB 0,17A 0,07A 0,13AB
Sorgo moido 1,82AB 3,50A 1,01AB 0,13A 0,17A 0,14AB
Quirela de arroz 1,82AB 1,70AB 0,91AB 0,07A 0,07A 0,12AB
Quirela de milho 1,11AB 2,28AB 1,12AB 0,07A 0,10A 0,12AB
Quirela de trigo 0,83B 1,84AB 0,62AB 0,09A 0,11A 0,13AB
Farelo de trigo 1,55AB 2,90AB 1,92AB 0,13A 0,15A 0,25AB
Farelo de arroz 1,27AB 2,91AB 1,42AB 0,11A 0,15A 0,20AB
Farelo de soja 1,27AB 1,45B 0,92AB 0,15A 0,09A 0,13AB
Casca de mandioca + farelo de soja 1,11AB 2,32AB 1,62AB 0,10A 0,13A 0,20AB
Casca de mandioca 1,64AB 3,11AB 1,46AB 0,13A 0,17A 0,18AB
Casca de soja 1,35AB 2,85AB 1,17AB 0,10A 0,07A 0,24AB
Bagaco de cana-de-agtdcar 1,32AB 2,63AB 1,81AB 0,10A 0,13A 0,24AB
Bagaco de cana-de-agticar + amido solavel 1,01AB 1,81AB 1,44AB 0,07A 0,10A 0,18AB
F 2,57** 2,85** 2,39%* 1,98* 2,72%* 2,31*
CV (%) 28,7 18,2 42,1 40,9 37,4 49,9

() Plantas pulverizadas com o veiculo da suspensdo de conidios.

Valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em log (x+1).
Médias seguidas por pelo menos uma letra maitdscula em comum, na coluna, ndo sao diferentes entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
**, *: Significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente.

Analisando-se a massa da quantidade das
matérias fresca e seca das raizes e do caule ndo se
verificou diferenca significativa entre os diversos
tratamentos e a testemunha. Esse fato é indicativo que,
durante o periodo avaliado, a agdao do fungo foi
insuficiente para serem ocasionados danos severos
nessas partes das plantas, independentemente dos
meios em que os conidios foram produzidos. Em
alguns tratamentos, como o dos conidios produzidos
em quirela de trigo e arroz em grdo, constatou-se uma
acdo mais pronunciada do fungo em relacdo a massa
da quantidade de matéria fresca das raizes, mas ainda
insuficiente para ser diferente da testemunha.

Quando se considerou a massa da quantidade
de matérias fresca e seca da folha, verificou-se agdo
mais intensa do fungo produzido nos meios de sorgo
e arroz em grao, reduzindo-se significativamente as
respectivas massas, em relacdo a testemunha. Com
esse fato, sugere-se efeito do meio de cultura na
viruléncia do fungo, mas esses dados sao insuficientes
para melhor avaliacdo do fendmeno, visto que foram

obtidos apenas com a folha da planta, mas ndo com
o caule e a raiz. GAzZzIERO e YORINORI (1993) verificaram
que, nas doses de 2 x 10°e 1 x 10° conidios mL™ sdo
provocadas mais redugdes na matéria seca do caule
do que nas menores, enquanto com a aplicagdo de
surfactantes em mistura com B. euphorbiae ndo houve
redugdo significativa na matéria seca da raizes, caule
e folhas de E. heteroplylla em relagdo a da testemunha
(TorraNELLIL, 1997). Contudo, ndo foram constatados na
literatura trabalhos em que se tenha analisado a
influéncia de meios de cultivo na viruléncia de B.
euphorbiae.

Nos meios liquidos preparados com farelo de
arroz, de soja e de trigo, proporcionou-se a formacgao
de mais biomassa micelial de B. euphorbiae, sendo os
valores diferentes significativamente dos demais. Nos
meios preparados a base de vinhaca de cana-de-
agucar e de agua de prensa da mandioca, a formacao
de biomassa foi muito reduzida e ndo houve
esporulacdo, mas isso foi, provavelmente,
conseqiiéncia do baixo pH dos meios sem corregao.
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A producdo de conidios verificada nos meios
liquidos foi acentuadamente menor do que aquela nos
meios s6lidos, destacando-se apenas a obtida no meio
de farelo de trigo. Nos meios de farelo de soja, arroz
em grao cozido por cinco minutos e casca de soja, os
valores da producao de conidios foram acentuadamente
menores, mas nao se observou diferenca significativa
em relagdo a produgao obtida nos demais meios, exceto
no do farelo de trigo (Tabela 4).

De acordo com as informagdes contidas na
tabela 1, as maiores quantidades de carboidratos
soltveis, nitrogénio e fésforo foram determinadas no
meio de farelo de trigo, em que se proporcionou a

Tabela 4. Biomassa micelial seca, produ¢do e germinagao

M.C. Penariol et al.

maior formagdo de biomassa e conidios, sugerindo-
se que, neste meio, as quantidades e proporgao entre
tais nutrientes sdo mais equilibradas para o
desenvolvimento do fungo. As quantidades desses
nutrientes nos demais meios foram bastante varidveis,
ndo sendo possivel verificar-se com clareza, a
adequacdo de suas composicdes para o crescimento
e a esporulacdo do fungo. O contetido de carboidratos
totais dos meios liquidos ndo pode ser determinado,
devido a sua pequena concentragdo nos meios. E
possivel que a maior parte desses carboidratos tenha
sido retida durante a filtragem, em panos de algodao,
embora esse procedimento tenha sido necessério para
aremocdo de partes grosseiras do material.

de conidios de Bipolaris euphorbiae em diferentes meios

liquidos. Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias, Jaboticabal (SP), 2006

Meio liquido Biomassa seca Conidios Germinacgao
g n° x 10° mL de meio %
Sorgo em gréo 0,35BC 0,35AB 99,38A
Arroz em grao (cozido por 5 min.) 0,26C 0,04B 82,71AB
Arroz em grao (cozido por 30 min.) 0,30BC 0,34AB 99,66A
Trigo em grédo 0,36BC 0,21AB 99,38A
Quirela de milho 0,42B 0,18AB 98,96AB
Farelo de arroz 0,61A 0,17AB 99,82A
Farelo de soja 0,70A 0,06B 99,66 A
Farelo de trigo 0,73A 1,33A 99,85A
Casca de mandioca 0,36BC 0,34AB 99,51A
Casca de soja 0,23C 0,02B 98,74AB
Agua de prensa da mandioca 0,09D - -
Vinhaga de cana-de-agtcar 0,06D - -
F 55,22%* 68,36%* 2,43*
CV (%) 13,8 4,5 7,0

Valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em log (x+1).
Médias seguidas por pelo menos uma letra maitiscula em comum, na coluna, nao sdo diferentes entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
**, *: Significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente.

O crescimento e a esporulagdo de fungos em
meios liquidos foram investigados por varios autores.
Cruz et al. (1983) verificaram a melhor esporulacao
de M. anisopliae em meio a base de feijao. ALVARENGA
et al. (1988) avaliaram a producao de conidios de M.
anisopliae e B. bassiana em meios liquidos feitos com
variedades Carioca, Carioca 80 e Jalo de feijao,
guandu, soja e grao de bico, obtendo as maiores
produgdes nos meios preparados com as variedades
Carioca e Jalo de feijao e de soja. Resultado
semelhante foi obtido por WENZEL et al. (2006) para o
isolado JAB 02 de V. lecanii, cultivado em meio de
feijado branco e soja, enquanto, para o isolado JAB 45,
o meio de farelo de trigo foi destacadamente o mais
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promissor. THoMAs et al. (1987) determinaram
produgédo de conidios de B. bassiana em meio liquido
isento de fésforo dez vezes menor que aquela em meio
de cultivo com fosfato.

A viabilidade nao foi afetada pela produgao
do fungo em diferentes meios liquidos, pois nao
houve diferenga significativa na porcentagem de
germinacdo (Tabela 4). O mesmo ocorreu em relagao
a viruléncia, pois em todas as plantas pulverizadas
com conidios produzidos nos diferentes meios
manifestaram-se os sintomas caracteristicos de
infeccdo no 7.° dia ap6s a inoculagdo, fato nao
constatado nas plantas-testemunha.
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Pela anéalise dos resultados referentes a
massa da quantidade de matérias fresca e seca das
raizes, do caule e das folhas de E. heterophylla
(Tabela 5), a agdo do fungo foi detectada apenas
em relagdo a massa da quantidade de matéria fresca
das folhas; nos tratamentos com conidios
produzidos nos meios de trigo em grao, arroz cozido
por 30 minutos, casca de soja e farelo de soja,
observaram-se valores significativamente menores

Tabela 5. Quantidades de matéria fresca e seca da raiz, caule e folhas de Euphorbiae

que os obtidos na testemunha. O mesmo fato havia
sido detectado quando esses trés tultimos
substratos foram utilizados para elaboragdo dos
meios soélidos; ainda assim, ndo pode ser
considerada explicacdao suficiente para
argumentacdo em favor de possivel efeito da
composicdo dos meios na viruléncia do fungo, pois
se constatou em apenas um dos pardmetros
avaliados, a matéria fresca das folhas.

heterophylla aos sete dias

apo6s ser submetida a inoculagdo com conidios de Bipolaris euphorbiae produzidos em meios liquidos. Faculdade de

Ciéncias Agrarias e Veterindrias, Jaboticabal (SP), 2006

Matéria fresca

Meio liquido

Matéria seca

Raiz Caule Folhas Raiz Caule Folhas
g

Testemunha (%) 1,69AB 2,55A 2,31A 0,33A 0,24A 0,33A
Sorgo em grao 2,28 AB 3,51A 0,63AB 0,41A 0,41A 0,15A
Arroz em grao (cozido 5 min.) 2,90A 3,86A 0,85AB 0,36A 0,35A 0,33A
Arroz em grao (cozido 30 min.) 0,63B 1,94A 0,46B 0,21A 0,24A 0,18A
Trigo em grao 1,11AB 2,73A 0,46B 0,28A 0,28A 0,19A
Quirela de milho 2,16AB 4,03A 0,97AB 0,34A 0,34A 0,27A
Farelo de trigo 2,14AB 3,66A 0,69AB 0,33A 0,33A 0,25A
Farelo de arroz 1,38AB 3,75A 0,94AB 0,20A 0,39A 0,25A
Farelo de soja 1,38AB 2,30A 0,37B 0,20A 0,20A 0,24A
Casca de mandioca 2,22AB 3,43A 0,84AB 0,33A 0,33A 0,26 A
Casca de soja 1,70AB 417A 0,46B 0,37A 0,37A 0,27A
F 1,84™ 1,63™ 2,63* 0,67"¢ 1,18™ 0,86™°
CV (%) 37,0 21,0 52,2 64,7 37,0 38,5

() Plantas pulverizadas com o veiculo da suspensdo de conidios.

Valores originais, mas analise estatistica realizada com dados transformados em log (x+1).
Médias seguidas por pelo menos uma letra maitscula em comum, na coluna, ndo sao diferentes entre

si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
"® Nao significativo; * Significativo a 5% de probabilidade.

B. euphorbiae tem sido destacado como
promissor agente de controle de E. heterophylla. Para
viabilizar seu emprego em condi¢des de campo ha a
necessidade de se produzirem grandes quantidades de
conidios, que sdo os propagulos infectivos adequados
para promogdo do desenvolvimento da doenca na
planta. Desse modo, a utilizacdo de meios sé6lidos foi
mais adequada, tendo em vista que neles resultaram
producgdo de quantidades substancialmente maiores de
conidios do que nos meios liquidos.

4. CONCLUSOES

1. A produgao de conidios por Bipolaris euphorbiae
é influenciada pelo tipo de meio de cultura e substrato.

2. A esporulagao do fungo Bipolaris euphorbiae
é bastante favorecida em meio de cultura sélido com
sorgo em grdo e casca de soja e em meio de cultura
liquido obtido de farelo de trigo.

3. A viabilidade e a viruléncia do fungo
Bipolaris euphorbiae ndo sdo afetadas pelo tipo e
composicdo nutricional de meios de cultura sélidos
e liquidos obtidos de graos alimenticios e de residuos
da agroinddstria.
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