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“E na sala de espera, vocé nunca perde sé por
esperar
O tempo te ensina, te amadurece e ali vocé
cresce deixa o reldgio girar
O tempo é ferramenta nas mdos do oleiro sé pra

te moldar

E vocé aprende a descansar, vocé aprende a
confiar.”

Larissa Pires - O tempo
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CAPITULO 1

COMPATIBILIDADE DE ADJUVANTES SOBRE OS FUNGOS
ENTOMOPATOGENICOS Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a compatibilidade de adjuvantes “in vitro”.
Foram avaliados os efeitos sobre o crescimento vegetativo (cm), producdo de conidios e
germinacao (%) dos fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana strains IBCB 66 e
PL 63 e Metarhizium anisopliae strains IBCB 425 e E 9 na presenga de diferentes
adjuvantes. A adicdo dos adjuvantes nas suas respectivas dosagens maxima e minima, foi
realizada conforme a recomendacdo dos fabricantes, proporcionalmente ao volume do
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Os adjuvantes foram adicionados com o
meio de cultura liquido (40 °C). Apos a solidificacdo do meio de cultura BDA foram
confeccionadas 4 placas, inoculando-se o fungo em 3 pontos equidistantes, totalizando
12 colOnias para cada tratamento. O tratamento Testemunha foi composto pelo meio de
cultura (BDA) sem adicao dos produtos utilizados. Apo6s a inoculagdo dos fungos, as
placas foram identificadas e lacradas com filme plastico (PVC) e acondicionadas em
incubadora tipo B.O.D. (Demanda Bioguimica de Oxigénio) a uma temperatura de 25+1
°C, fotofase de 12 horas e umidade relativa de 70+10%, por um periodo de 10 dias. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) composto por 16
tratamentos com 6 repeticdes para crescimento vegetativo e producdo de conidios e 4
repeticOes para avaliacdo da germinacao para cada fungo. Os dados foram submetidos a
analise da variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Além
da anélise estatistica foi realizado o célculo do indice Bioldgico (IB), para cada fungo.
Para o fungo B. bassiana strain IBCB 66, sete adjuvantes foram classificados como
compativeis e para o strain PL 63 dez adjuvantes foram considerados compativeis. Para
0 fungo M. anisopliae strain IBCB 425 cinco adjuvantes foram classificados como

compativeis e para o strain E 9 oito adjuvantes foram classificados como compativeis.

Palavras-chaves: Controle biologico, Entomopatdgeno, Caldas fitossanitarias.



ABSTRACT

COMPATIBILITY OF ADJUVANTS ON ENTOMOPATOGENIC FUNGI
Beauveria bassiana AND Metarhizium anisopliae

The aim of this study was to evaluate the in vitro compatibility of adjuvants on
fungi Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae. Vegetative growth (cm) and
production and germination (%) of conidia of the entomopatgenci fungi Beauveria
bassiana, strains IBCB 66 and PL 63, and Metarhizium anisopliae, strains IBCB 425 and
E 9, were evaluated in the presence of different adjuvants. The adjuvants were added to
liquid potato-dextrose-agar (PDA) culture medium (40°C) according to maximum and
minimum dosages recommended by manufacturers. After PDA culture medium
solidification, four petri dishes were made, inoculating the fungus at three equidistant
points, totaling 12 colonies for each treatment. Control treatment contained no adjuvants.
After inoculation, the petri dishes were identified, sealed and placed at B.O.D
(Biochemical Oxygen Demand) at 25+1°C, 70+10% relative temperature and 12 hours of
photophase during 10 days. The experimental design was completely randomized (DIC),
composed of 16 treatments, with six replications for vegetative growth and conidia
production, and four replications for germination for each fungus. Data for vegetative
growth and conidia production and germination were submitted to analysis of variance,
and the means were compared by Scott-Knott test (p<0.05). The compatibility factor
(biological index) was also calculated. For B. bassiana, seven adjuvants were classified
as compatible for strain IBCB 66 and ten adjuvants were considered compatible for strain
PL 63. For M. anisopliae, five adjuvants were classified as compatible for strain IBCB

425 and eight adjuvants were classified as compatible for strain E 9.

Keywords: Biological control, Entomopathogen, Phytosanitary solution



1- INTRODUCAO

Os fungos entomopatogénicos estdo presentes no agroecossistema de forma
natural, atuando no controle de insetos agindo de modo parasitario sob as pragas que
ocasionam perdas econdmica para a agricultura (FONTES et al., 2020). A utilizagdo do
controle bioldgico passou a crescer partir do ano de 2010, ampliando sua utilizacdo em
campo (EMBRAPA, 2020; LOUREIRO et al., 2020b). Este fato se deve pela a¢do dos
agentes de controle biolégico sobre as pragas em campo, tornando sua utilizacdo
eficiente, viavel e segura (MOHAMED, 2016, LOUREIRO et al., 2020a), contribuindo
com o meio ambiente de forma ecoldgica e sustentavel por proporcionar a producédo de
alimentos livre de residuos contaminantes (GALZER et al., 2016, NUNES, 2019, PAIVA
etal., 2020), sendo de suma importancia pelo fato de serem capazes de reduzir a aplicagdo
de moléculas sintéticas no meio ambiente.

Os entomopatogenos sdo agentes de controle utilizados no Controle Biologico,
sendo um dos pilares existentes dentro do Manejo Integrado de Pragas (MIP), onde a
utilizagcdo dos microrganismos tem auxiliado para a reducdo dos impactos ocasionados
pelas pragas. Os fungos entomopatogénicos estdo presentes nos agroecossistemas de
forma natural, atuando no controle de insetos ao agir de modo parasitario sobre as pragas
gue ocasionam perdas economica para a agricultura (FONTES et al., 2020).

Dentre os entomopatogenos mais utilizados destacam-se os fungos Beauveria spp.
e Metarhizium spp. utilizados na agricultura em grande escala, apresentando viruléncia
(MORA et al., 2016), causando a morte de pragas que geram graves prejuizos econdémicos
(ALVES, 1998, MOHAMED, 2016). A utilizacdo de agentes microbiol6gicos € de suma
importancia pois é capaz de reduzir a introdugdo de moléculas sintéticas ao meio
ambiente. Entretanto, a obtengdo de produtos que sejam classificados como compativeis
depende das caracteristicas dos microrganismos e sua interacdo com os adjuvantes e 0
ambiente a qual séo expostos (ALVES; BATISTA, 1998).

Os adjuvantes sdo substancias quimicas adicionados as caldas, com a finalidade
de promover a qualidade durante a aplicagdo, aumentando a eficicia do produto (MOTA,
2011), potencializando o ingrediente ativo proporcionando uma melhoria na performance
do produto (WENZEL et al., 2003). No entanto, sua funcéo varia de acordo com o tipo
de formulagédo de cada produto utilizado de forma conjunta (MOTA, 2011).

A adi¢do dos adjuvantes as caldas, tendo a &gua como principal diluente, se faz

necessario em funcgdo da natureza hidrofdbica da superficie dos propagulos infectivos de



microrganismos (BOUCIAS et al., 1988). Os adjuvantes permitem a suspensibilidade e
dispersdo em veiculo apropriado, mas aumentam a deposicdo, espalhamento,
molhamento, adesdo, retencdo (COSTA et al., 2003). Segundo CONCESCHI (2017), a
utilizag&o conjunta de adjuvantes e fungos entomopatogénicos pode obter resultados bons
uma vez que auxiliam para preservacdo dos conidios contra os raios solares UV
contribuindo para preservacao da viabilidade.

A compatibilidade dos entomopatogenos com os produtos depende da linhagem
do entomopat6geno e sua interagdo com os adjuvantes a qual sdo expostos de forma direta
(BATISTA FILHO, 1998).

No entanto, existem produtos que tem efeito antagbnico afetando a viabilidade e
viruléncia dos fungos, isto ocorre pelo fato que determinadas moléculas do principio ativo
do produto utilizado tendem a afetar a viruléncia do agente de controle (BATISTA et al.,
1987, TANZINI et al., 2002, KHUN et al., 2021a e 2021b). Diante do exposto, o trabalho
teve como objetivo avaliar a compatibilidade de diferentes adjuvantes aos fungos

entomopatogénicos B. bassiana e M. anisopliae.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Entomologia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul — Campus de Chapaddo do Sul (UFMS - CPCS),

localizado no municipio de Chapadéo do Sul — MS.

2.1. Obtencéo dos fungos entomopatogénicos

Foram utilizados os strains comerciais dos fungos B. bassiana (PL 63) e M.
anisopliae (E 9) — pertencentes ao banco de entomopatdgenos da ESALQ e B. bassiana
(IBCB 66) e M. anisopliae (IBCB 425) pertencentes ao banco de entomopatégenos do
Instituto Bioldgico de Campinas. Os strains foram produzidos em meio de cultura
Sabouraud, seguindo a metodologia de Loureiro et al. (2020ab) e as placas com a cultura
foram armazenadas em geladeira a 4 °C até a confeccdo dos bioensaios.

2.2 Exposicao Direta dos Adjuvantes aos Fungos Entomopatogénicos.

A adicdo dos adjuvantes nas suas respectivas dosagens maxima e minima (Tabela
1), foi realizada conforme a recomendacéo dos fabricantes, proporcionalmente ao volume
do meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Os adjuvantes foram adicionados com o
meio de cultura liquido, a uma temperatura préxima a 40 °C. Apds a solidificacdo do
meio de cultura (BDA) foram confeccionadas 4 placas, inoculando-se o fungo em 3
pontos equidistantes, totalizando 12 colbnias para cada tratamento. O tratamento
Testemunha foi composto pelo meio de cultura (BDA) sem adigdo dos produtos utilizados
(ALVES; LOPES, 2008).

Apos a inoculacédo dos fungos, as placas foram identificadas e lacradas com filme
plastico (PVC) e acondicionadas em Demanda Bioguimica de Oxigénio (B.0.D) para
promover a incubagdo a uma temperatura de 25+1 °C, fotofase de 12 horas e umidade
relativa de 70+£10%, por um periodo de 10 dias (LOUREIRO et al., 2020b).
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Tabela 1. Tratamentos (produtos e doses) utilizados no experimento, conforme
recomendacéo dos fabricantes (AGROFIT, 2021).

Nome Classe Dosagem recomendada (ha?)
Comercial* Minima Unica Maxima

Adjuvante 1 Ad 50mL

Adjuvante 2 I/A/Ad 1000mL

Adjuvante 3 Ad 25mL 50mL
Adjuvante 4 Ad 150mL

Adjuvante 5 Ad 25mL 50mL
Adjuvante 6 Ad 250mL 1000mL
Adjuvante 7 Ad 25mL 50mL
Adjuvante 8 Ad 50mL

Adjuvante 9 Ad 200mL

Adjuvante 10 Ad 50mL

Adjuvante 11 Ad 150mL

IClasse: Ad: Adjuvante, I: Inseticida, A: Acaricida

2.3- Parametros avaliados

2.3.1- Crescimento vegetativo e producao de conidios

Apds o periodo de incubacéo de cada fungo, foram escolhidas de forma aleatéria
6 colbnias dentre as 4 placas confeccionadas, medindo-se do diametro das colonias com
auxilio de uma régua milimétrica, em dois sentidos ortogonais, determinando o diametro
médio. Em seguida, com auxilio de um bisturi cirdrgico cada col6nia foi transferida de
forma individual para tubos de ensaio, adicionando-se 10 mL de agua destilada
esterilizada junto com o espalhante adesivo Tween 80® a 0,1%, que contribui para a
desagregacdo dos conidios. Posteriormente, os conidios foram desagregados com auxilio
de um agitador mecanico Vértex por 2 minutos. Apo6s as diluicdes necessarias na
suspensdo fuangica original, foram realizadas a contagem do ndmero de conidios em
camara de Neubauer conforme descrito por ALVES (1998), com auxilio de microscépio

Optico com aumento de 400 vezes.
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2.3.2- Viabilidade de conidios

Para analisar a viabilidade dos conidios de cada fungo, foi confeccionada uma
calda contendo 200 mL de agua destilada esterilizada + adjuvante/surfactante, no qual foi
adicionada suspensdo de 1,0 x 108 con. mL* do fungo. Apds o periodo de 2 horas, foi
plagueado 1,0 mL da calda, com auxilio de uma pipeta graduada, em placas de Petri (4
placas por tratamento) contendo uma fina camada de meio de cultura BDA, espalhando-
a com auxilio de uma alca de Drigalsky. Em seguida, as placas foram identificadas e
lacradas com filme plastico PVC, sendo incubadas durante 24 horas em camara
climatizada tipo B.O.D a uma temperatura 25°+1°C, umidade relativa de 70£10% e
fotofase de 12 horas (LOUREIRO et al., 2020b).

Apos o periodo de inoculagéo de 20 horas, foi avaliada a viabilidade dos conidios
para cada fungo. A contagem dos conidios foi realizada nas placas de Petri com auxilio
de microscépio déptico, com aumento de 100 vezes (ALVES, 1998). Foi realizada a
contagem, de 100 conidios por quadrante, germinados e ndo germinados de modo
aleatorio, sendo adotado um padrdo de germinagdo proposto pelo laboratério de controle
bioldgico do Instituto Biologico de Campinas: germinacdo alta 80-100%, germinacéao
média/alta 60-79%, germinacdo média 50-59%, germinacdo média/baixa 30-49% e
germinacao baixa 0-29% (ZAPPELINI et al., 2005).

2.4 - Tratamento dos dados e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) composto por
16 tratamentos com 6 repeticBes para crescimento vegetativo e producéo de conidios e 4
repeticdes para avaliacdo da germinacdo para cada fungo. Para andlise, os dados de
crescimento vegetativo e producdo de conidios foram transformados em (x+0,5)%° e
aqueles referentes a germinacgdo dos conidios foram transformados em arcsen (x/100)%5,
sendo submetidos a analise da variancia e as méedias comparadas pelo teste de Scott-Knott
(P <0,05).

Além da andlise estatistica foi realizado o célculo do Fator de Compatibilidade de
indice Bioldgico (IB), para cada fungo conforme proposto por ROSSI-ZALAF et al.
(2008). Esse fator permite a classificacao dos produtos em relacédo a diferentes classes de
ingrediente ativo de acordo com o efeito analisado em relacdo aos parametros avaliados

(Tabela 2). O calculo desse indice foi realizado por meio através da formula:
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IB =47 [CV] + 43 [ESP] +10 [GER]
100

IB= indice bioldgico;

CV= porcentagem de crescimento vegetativo da coldnia apds 7 dias, em relacdo a

testemunha;

ESP= porcentagem de esporulacdo (conidiogénese) da colbnia apés 10 dias, em relacdo

a testemunha;
GER= porcentagem de germinacdo dos conidios ap06s 24 horas.

Tabela 2. Classificacdo de toxicidade dos produtos quimicos sobre os fungos.

Valor do IB Classificacao do Produto
0a4l Téxico (T)
42 a 66 Moderadamente Téxico (MT)
> 66 Compativel (C)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Por se tratar de Propriedade Intelectual e Inovagdo Tecnoldgica ndo seréo

apresentados os resultados, bem como sua discusséo.
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4. CONCLUSOES

Para o fungo B. bassiana strain IBCB 66, sete adjuvantes foram classificados
como compativeis e para o strain PL 63 dez adjuvantes foram considerados compativeis.
Para o fungo M. anisopliae strain IBCB 425 cinco adjuvantes foram classificados
como compativeis e para o strain E 9 oito adjuvantes foram classificados como

compativeis.
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CAPITULO 2

COMPATIBILIDADE DE ADJUVANTES SOBRE OS FUNGOS
ANTAGONISTAS Trichoderma asperellum e Purpureocillium lilacinum

RESUMO

Os fungos com agdo antagonista tém se destacado no manejo de fitonematoides e
fitopatogenos radiculares. O objetivo do trabalho foi avaliar a compatibilidade de quinze
adjuvantes “in vitro”. Foram avaliados os efeitos dos adjuvantes sobre o crescimento
vegetativo (cm), produgdo de conidios e germinacdo (%) de Trichoderma asperellum e
Purpureocillium lilacinum na presenca dos diferentes adjuvantes. A adi¢do dos
adjuvantes nas suas respectivas dosagens maxima e minima, foi realizada conforme a
recomendacéo dos fabricantes, proporcionalmente ao volume do meio de cultura batata-
dextrose-4gar (BDA). Os adjuvantes foram adicionados com o meio de cultura liquido
(40 °C). Apods a solidificacdo do meio de cultura BDA foram confeccionadas 4 placas,
inoculando-se o fungo em 3 pontos equidistantes, totalizando 12 coldnias para cada
tratamento. O tratamento Testemunha foi composto pelo meio de cultura (BDA) sem
adicdo dos produtos. Apos a inoculacdo, as placas foram identificadas e lacradas com
filme pléstico (PVC) e acondicionadas em incubadora tipo B.O.D. (Demanda Biogquimica
de Oxigénio) a uma temperatura de 25+1 °C, fotofase de 12 horas e umidade relativa de
70+£10%, por um periodo de 10 dias. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC) composto por 16 tratamentos com 6 repeticOes para crescimento
vegetativo e producdo de conidios e 4 repeticdes para avaliagdo da germinacao para cada
fungo. Os dados foram submetidos a analise da variancia e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott (P < 0,05). Além da analise estatistica foi realizado o calculo do
indice Bioldgico (IB), para cada fungo. Cinco adjuvantes foram classificados como
compativeis, podem ser utilizados no manejo visando a conservacdo de T. asperellum,
entretanto, oito adjuvantes foram classificados como moderadamente toxico. Para o fungo
P. lilacinum os adjuvantes utilizados foram classificados como moderadamente tdxico ou

téxico.

Palavras-chave: Controle Biologico de fitopatogenos e fitonematoides, Aditivos

Agricolas, Espalhantes adesivos.
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ABSTRACT

COMPATIBILITY OF ADJUVANTS ON ANTAGONIST FUNGI Trichoderma

asperellum AND Purpureocillium lilacinum

Fungi with antagonistic action have stood out in the management of
phytonematodes and toot phytopathogens. The objective of this work was to evaluate the
in vitro compatibility of 15 adjuvants with the fungus Trichoderma asperellum and
Purpureocillium lilacinum. VVegetative growth (cm) and production and germination (%)
of conidia of the two entomopathogenic fungus were evaluated in the presence of different
adjuvants. The adjuvants were added to liquid potato-dextrose-agar (PDA) culture
medium (40°C) according to maximum and minimum dosages recommended by
manufacturers. After PDA culture medium solidification, four petri dishes were made,
inoculating the fungus at three equidistant points, totaling 12 colonies for each treatment.
Control treatment contained no adjuvants. After inoculation, the petri dishes were
identified, sealed and placed at B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) at 25+1°C,
70+£10% relative temperature and 12 hours of photophase during 10 days. The
experimental design was completely randomized (DIC), composed of 16 treatments, with
six replications for vegetative growth and conidia production, and four replications for
germination for each fungus. Data for vegetative growth and conidia production and
germination were submitted to analysis of variance, and the means were compared by
Scott-Knott test (p<0.05). The compatibility factor (biological index) was also calculated.
Five adjuvants were classified as compatible for T. asperellum, so they can be used in the
management. However, eight adjuvants were classified as moderately toxic. For P.

lilacinum, all adjuvants tested were classified as moderately toxic or toxic.

Keywords: Biological control of phytopathogens and phytonematodes,

agricultural additives, adhesive spreaders
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo do controle biologico no manejo dos problemas fitossanitarios € uma
tatica fundamental para preservar a biodiversidade nos ecossistemas agricolas
(MEDEIROS, 2016), sendo um método de controle vantajoso em comparagao ao controle
quimico em funcao dos efeitos negativos sobre o meio ambiente, animais, 0 homem e a
possibilidade de selecionar individuos resistentes aos ingredientes ativos
(FRANCESCHINI et al., 2001).

Dentre os varios microrganismos utilizados no manejo integrado de problemas
fitossanitarios em diversos cultivos agricolas, temos os fungos com a¢éo antagonista do
género Trichoderma spp. e Purpureocillium lilacinum que tem se destacado pela sua
relativa/facilidade de identificacdo dentre as espécies (POMELLA & RIBEIRO, 2009) e
pela sua utilizacdo no manejo de fitonematoides e fitopatdgenos radiculares (LOUREIRO
et al., 2020).

O género Trichoderma é um dos fungos mais estudados nos ultimos anos. S&o
encontrados nos mais variados tipos de solos por todo o mundo (quando se tem um
elevado indice de matéria organica). Sdo fungos de facil isolamento, multiplicacdo e
replicacdo, sem mencionar que disponibilizam hormdnios de crescimento para as plantas,
produzindo enzimas antimicrobianas (SILVA, 2011).

O fungo é caracterizado por apesentar micélio com coloracéo inicial branca com
crescimento rapido e, a medida que a colbnia se desenvolve adquire aspecto cotonoso,
formando tufos de coloragdo verde (LORITO et al., 2010). MARTINEZ et al. (2013)
relatam que Trichoderma apresenta efeito antagdnico contra varios patdégenos, possui
ampla gama de compostos (nitrogénio e carbono), alta resisténcia a inibidores produzidos
por outros microrganismos, além de ser tolerante a diferentes ingredientes ativos
presentes nos fungicidas (DARY AEI et al., 2016).

O fungo Purpureocillium lilacinum (Thom.) Samson (anteriormente
Paecilomyces lilacinus) é mencionado como parasita oportunista de ovos e cistos de
fitonematoides (SANTIN, 2008, KANNAN; VEERAVEL, 2012; CARRION;
DESGARENNES, 2012; ALZATE etal., 2012; CASTILHO et al., 2013). E caracterizado
por ser um fungo filamentoso e cosmopolita (MEDRANO - LOPES et al., 2015). Possui
alta atividade nematicida (PERDOMO et al., 2013), apresentando ampla gama de

micotoxinas em sua estrutura (quitinases e proteases), que auxiliam na degradacéo da
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parede celular dos nematoides, destacando-se a paecilotoxina como a aquela determinante
para viruléncia do fungo (PRASAD et al., 2015; GONCALVES, 2016).

A adicdo de adjuvantes as caldas contendo fungos antagonistas vem sendo
utilizada com maior frequéncia com intuito de melhorar a eficacia da calda, contribuindo
para uma dispersdo uniforme e auxiliando na solubilizac¢éo do ingrediente ativo (COSTA
etal. 2003, SILVA; NEVES, 2005). Os adjuvantes atuam como modificadores nas for¢as
interfaciais dando orientacdes 4s moléculas e promovendo ajustamento mais intimo entre
duas substancias (DURIGAN, 1983).

WEDAJO (2015) menciona que a aplicacdo de produtos quimicos sintéticos
compativeis com os fungos proporciona reducdo no desenvolvimento de resisténcia das
pragas as formulacBes quimicas. A utilizacdo conjunta de adjuvantes com
microrganismos, analisando a compatibilidade, tém sido estudadas por diversos autores
(FREGONESI et al., 2016, YOUNAS et al., 2017, MEYLING et al., 2018), com intuito
da interacdo se tornar importante ferramenta para utilizagdo no manejo dos problemas
fitossanitarios (LACEY et al., 2015). Este estudo teve por objetivo analisar a
compatibilidade de diferentes adjuvantes sobre os fungos Trichoderma asperellum e P.

lilacinum.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdério de Entomologia da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul — Campus de Chapaddo do Sul (UFMS - CPCS),

localizado no municipio de Chapadéo do Sul — MS.

2.1 Obtencéo dos fungos entomopatogénicos
Foi utilizado o fungo T. asperellum (strain comercial BV 10) e P. lilacinum (strain
UFMS 10) - pertencente ao banco de entomopatogenos da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS/CPCS). Os strain foram produzidos em meio de cultura Sabouraud,
seguindo a metodologia de Loureiro et al. (2020ab) e as placas com cultura foram

armazenadas em geladeira a 4 °C até a confec¢do dos bioensaios.

2.2 Exposicao direta dos adjuvantes aos fungos antagonistas.

A adicdo dos adjuvantes nas suas respectivas dosagens maxima e minima, foi
realizada conforme a recomendacdo dos fabricantes (Tabela 1), proporcionalmente ao
volume do meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Os adjuvantes foram adicionados
com o meio de cultura liquido, a uma temperatura proxima a 40 °C. Apés o periodo de
solidificagdo do meio de cultura (BDA), foram confeccionadas 4 placas inoculando-se o
fungo em 3 pontos equidistantes, totalizando 12 col6nias para cada tratamento. O
tratamento Testemunha foi composto pelo meio de cultura (BDA) sem adicdo dos
produtos utilizados (ALVES e LOPES, 2008).

Apos a inoculacédo dos fungos, as placas foram identificadas e lacradas com filme
plastico PVC e acondicionadas em Demanda Bioguimica de Oxigénio (B.0.D) para
promover a incubagdo a uma temperatura de 25+1 °C, fotofase de 12 horas e umidade
relativa de 70£10%, por um periodo de 10 dias (LOUREIRO et al., 2020ab).
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Tabela 1. Produtos e doses utilizados no experimento, conforme recomendacdo dos
fabricantes (AGROFIT, 2021).

Nome Classe Dosagem recomendada (ha?)
Comercial* Minima Unica Maxima

Adjuvante 1 Ad 50mL

Adjuvante 2 I/A/Ad 1000mL

Adjuvante 3 Ad 25mL 50mL
Adjuvante 4 Ad 150mL

Adjuvante 5 Ad 25mL 50mL
Adjuvante 6 Ad 250mL 1000mL
Adjuvante 7 Ad 25mL 50mL
Adjuvante 8 Ad 50mL

Adjuvante 9 Ad 200mL

Adjuvante 10 Ad 50mL

Adjuvante 11 Ad 150mL

1Classe: Ad: Adjuvante, I: Inseticida, A: Acaricida

2.3- Parametros avaliados

2.3.1- Crescimento vegetativo e producao de conidios

Apds o periodo de incubagdo, foram escolhidas de forma aleatéria 6 colnias nas
4 placas confeccionadas, medindo-se do didmetro das coldnias com auxilio de uma régua
milimétrica, em dois sentidos ortogonais, determinando o seu diametro médio. Em
seguida, com auxilio de um bisturi cirargico cada colénia foi transferida de forma
individual para tubos de ensaio, adicionando-se 10 mL de agua destilada esterilizada junto
com o espalhante adesivo Tween 80® a 0,1%, que contribui para a desagregacdo dos
conidios. Posteriormente, os conidios foram desagregados com auxilio de um agitador
mecanico Vortex por 2 minutos. Apos as diluicBes necessarias na suspensdo flungica
original, foram realizadas a contagem do numero de conidios em camara de Neubauer,
com auxilio de microscopio Optico com aumento de 400 vezes conforme descrito por
ALVES (1998).
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2.3.2- Viabilidade de conidios

Para analisar a viabilidade dos conidios, foi confeccionada uma calda contendo
200 mL de agua destilada esterilizada + adjuvante/surfactante, no qual foi adicionada
suspensdo de 1,0 x 10® con. mL* do fungo. Apds o periodo de 2 horas, foi plaqueado 1,0
mL da calda, com auxilio de uma pipeta graduada, em placas de Petri (4 placas por
tratamento) contendo uma fina camada de meio de cultura BDA, espalhando-a com
auxilio de uma alca de Drigalsky. Em seguida, as placas foram identificadas e lacradas
com filme PVC, sendo incubadas durante 24 horas em camara climatizada tipo B.O.D. a
uma temperatura 25°+1°C, umidade relativa de 70+10% e fotofase de 12 horas
(LOUREIRO et al., 2020).

Apos o periodo de inoculacéo de 20 horas, foi avaliada a viabilidade dos conidios.
A contagem dos conidios foi realizada nas placas de Petri com auxilio de microscépio
Optico, com aumento de 100 vezes (ALVES, 1998). Foi realizada a contagem de 100
conidios germinados por quadrante, de modo aleatorio, sendo adotado um padréo de
germinacgdo proposto pelo laboratério de controle biolégico do Instituto Biologico de
Campinas: germinacdo alta 80-100%, germinacdo média/alta 60-79%, germinacdo média
50-59%, germinacdo média/baixa 30-49% e germinacao baixa 0-29% (ZAPPELINI et al.,
2005).

2.4 - Tratamento dos dados e analise estatistica

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado (DIC) composto por 16
tratamentos com 6 repeticOes para crescimento vegetativo e producao de conidios e 4
repeticdes para avaliagdo da germinacdo. Para analise, os dados de crescimento
vegetativo, producéo de conidios foram transformados em (x+0,5)%° e aqueles referentes
a germinacéo dos conidios foram transformados em arcsen (x/100)%°, sendo submetidos
a andlise da variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).

Além da andlise estatistica foi realizado o célculo do fator de compatibilidade de
indice bioldgico (I1B), conforme proposto por ROSSI-ZALAF et al. (2008), que permiti a
classificacdo dos produtos em relacdo a diferentes classes de ingrediente ativo de acordo
com o efeito analisado em relacdo aos parametros avaliados (Tabela 2). O calculo desse

indice foi realizado através da férmula:
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IB =47 [CV] + 43 [ESP] +10 [GER]
100

IB= indice bioldgico;

CV= porcentagem de crescimento vegetativo da coldnia apds 7 dias, em relacdo a

testemunha;

ESP= porcentagem de esporulacdo (conidiogénese) da coldnia apds 10 dias, em relacéo

a testemunha;
GER= porcentagem de germinacao dos conidios ap6s 24 horas.

Tabela 2. Classificacdo de toxicidade dos produtos quimicos sobre os fungos.

Valor do IB Classificacao do Produto
0a4l Téxico (T)
42 a 66 Moderadamente Téxico (MT)
> 66 Compativel (C)
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

Por se tratar de Propriedade Intelectual e Inovagdo Tecnoldgica ndo seréo

apresentados os resultados, bem como sua discusséo.
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4. CONCLUSOES

e Quatro adjuvantes, em ambas as dosagens testadas, sdo compativeis com T.
asperellum.
e Para o fungo P. lilacinum nenhum adjuvante é compativel, nove adjuvantes sao

classificados como moderadamente téxicos.
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