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PREFACIO

O Simposio de Manejo de Doencas de Plantas ¢ um evento tradicional
organizado pelo Nucleo de Estudos em Fitopatologia e Departamento de
Fitopatologia. Em suas 15 edi¢des anteriores o evento tem ganhado cada dia maiores
propor¢des e abrangéncia, congregando palestrantes nacionais e internacionais
abordando temas de relevancia ao agronegocio brasileiro. O evento tem contribuido
para difusdo de técnicas e tecnologias para o manejo de doencas de plantas e
treinamento de discentes para a organizacao de todas as etapas de um evento destas
proporgoes.

Nesta edi¢do, o evento foi organizado em conjunto com a XII Reunido
Brasileira de Controle Biologico e, o enfoque serd dado a uma estratégia de manejo:
o controle bioldgico de doengas de plantas.

Apesar do ano conturbado politicamente no Brasil, o evento ganhou
proporgdes internacionais, com participantes nacionais ¢ de diversos paises da
América Latina. Uma dedicacdo impar também do Dr. Wagner Bettiol, pesquisador
da Embrapa Meio Ambiente e idealizador da primeira edi¢do da Reunido de
Controle Biolégico e dos professores, Vicente de Paulo Campos e Jorge T. Souza
do Departamento de Fitopatologia.

Historicamente, o evento conta com uma maioria de participantes de
graduacdo e pos-graduacdo, mas nesta edi¢do, tivemos participacdo ativa de
profissionais, um resultado do esforco constante da comissdo organizadora para
trazer palestrantes e temas relevantes ao agronegocio.

Assim como em edi¢cdes anteriores, os palestrantes convidados se
dispuseram a escrever um capitulo referente ao que abordaram em suas palestras.
Dentre os participantes, tivemos também sessenta e sete resumos apresentados.
Todos os textos e resumos foram revisados por pelos menos dois ad doc, compilados
e publicados neste livro.

Este livro ¢ impresso em numero reduzido de exemplares, mas estara
disponibilizado gratuitamente em nosso site (http://www.nucleoestudo.ufla.br/nefit)
podendo ser apreciado por todos os interessados no assunto.

Esperamos que fagcam o melhor uso do contetido deste livro e que
contribuam cada dia mais para pesquisa, difusdo e divulgacao do controle bioldgico
fazendo com que esta técnica seja cada dia mais adotada no manejo de doengas de
plantas.

Flavio H. V. Medeiros, Professor adjunto - DFP
Coordenador docente do Niicleo de Estudos em Fitopatologia (NEFIT)
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Formulacién de agentes
de control biolégico

Alba Marina Cotes

El éxito en campo y la viabilidad econdmica de los productos para el control
bioldgico, depende de varios factores tales como el efecto sobre la plaga objetivo
(fitopatogeno o insecto), el tamafio del mercado, el espectro de plagas afectadas
por el agente de biocontrol, la consistencia en el efecto biocontrolador bajo
condiciones de campo, los costos de produccion, ademas de aspectos tecnologicos
que incluyen la fermentacion, la formulacion y el sistema de entrega para que el
producto sea facil de aplicar y que idealmente no requiera cadena de frio para su
transporte y almacenamiento. Se busca entonces que las formulaciones mejoren
la estabilidad del producto en almacenamiento, para que tenga una vida util
superior a un afio y que su eficacia sea consistente en campo, cuando éste se aplica
a diversos cultivos, contra diversas plagas y bajo diversas condiciones climaticas.

El lento progreso de la investigacion en formulacion de los bioplaguicidas,
se ha considerado como un obstaculo para el posicionamiento de estos productos.
Sin embargo, antes de iniciar el proceso de formulacion de un microorganismo,
se deben definir varios aspectos tecnologicos que son requisito para este tipo
de productos. El proceso inicia con la definicion del tipo de propagulo que va a
constituir el principio activo del producto, por ejemplo, en el caso de bacterias se
pueden considerar células vegetativas o esporas y en el caso de hongos, se pueden
formular conidios, clamidosporas, micelio etc. Mediante procesos de fermentacion
en fase solida, liquida o bifasica se debe producir el propagulo en alta cantidad, con
optima actividad biocontroladora y a bajo costo. Es importante también caracterizar
tanto el sitio en donde se llevara a cabo la aplicacion del bioplaguicida, como el
hospedero en el que éste producto se aplicara. Ademas es necesario conocer la

Ph.D., Investigadora Senior; Laboratorio de Control Bioloégico, Centro de Investigacion
Tibaitata; Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria CORPOICA. AA 240142,
Bogota. E-mail: amcotes@corpoica.org.co
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biologia del patdgeno, ya que de acuerdo con esta informacion se debe desarrollar una
formulacion que permita llegar a los sitios requeridos para prevenir la enfermedad
o para interrumpir su ciclo, haciendo facil su aplicacion. Asi mismo, se deben
conocer las caracteristicas ecofisiologicas del microorganismo biocontrolador, para
definir como la temperatura, la humedad, el pH, la radiacion ultravioleta (UV), la
actividad de agua (Aw) y otros factores, influencian la viabilidad y la actividad
del agente de control bioldgico. De esta forma, la formulacion estara direccionada
a conferirle al microorganismo tolerancia frente a las condiciones adversas,
estabilidad en almacenamiento, facilidad de aplicacion y alta efectividad, todo esto
bajo parametros de costo-efectividad.

Con la informacion ecofisioldgica mencionada anteriormente se establecen
los parametros de inestabilidad a los que se enfrentara el microorganismo, cuando
sea expuesto a condiciones de campo y de almacenamiento. Adicionalmente se
seleccionan los auxiliares de formulacion que permitan la obtencion de prototipos
de bioplaguicidas con adecuadas caracteristicas y se seleccionan los mas estables
y eficientes. Basados en los resultados de los estudios de preformulacion, se
desarrollan los estudios de formulacion, cuyo objetivo es lograr la combinacion
correcta de ingredientes de tal manera que el principio activo junto con los auxiliares
de formulacion formen un bioplaguicida estable, efectivo, seguro, de facil aplicacion
y aceptable para su uso.

El desarrollo de una formulacion involucra una etapa previa de preformulacion,
ésta se define como el conjunto de actividades organizadas conducentes a la
determinacion de las caracteristicas del principio activo y de los cambios quimicos,
fisicos y microbioldgicos que éste puede sufrir solo o al combinarlo con los auxiliares
de formulacion necesarios para la elaboracion del producto final. La formulacion
puede mejorar la eficacia del microorganismo, ya que permite una aplicacion
eficiente de éste, le confiere tolerancia a las condiciones medio-ambientales de
campo y de almacenamiento, ayudando a aumentar su vida util.

Los bioplaguicidas pueden ser formulados en diferentes presentaciones tales
como polvo para espolvoreo (DP), polvo mojable (WP), polvo para tratamiento
seco de semillas (DS), granulado (GR), microgranulado (MG), granulado
dispersables (WG), emulsiones (aceite en agua EW o agua en aceite EO), suspension
concentrada (SC), dispersion en aceite (OD), suspo-emulsiones (SE), suspension de
microencapsulados (CS), liquidos de volumen ultra bajo (UL), etc. Por ejemplo, los
polvos para espolvoreo se aplican principalmente en forma seca sobre la superficie
del suelo o de las plantas. En éstos, la materia activa se encuentra dispersa en un
vehiculo inerte s6lido que puede estar acompaifiado con agentes de fluidez y diversos
estabilizantes. Los polvos mojables son aquellos que se deben reconstituirse en
agua para su aplicacion. Se presentan en forma de un polvo capaz de ser mojado
y mantenerse en suspension durante un periodo de tiempo largo. Los granulados
son aglomerados de particulas con tamafios que oscilan entre 0,5 y 1,5mm, los
cuales contienen el principio activo, un agente aglutinante, los diluentes y otros

16 CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS DE PLANTAS




Formulacion de agentes de control bioldgico

coadyuvantes. Dentro de las formulaciones liquidas se destacan los concentrados
emulsionables que constan de un principio activo suspendido en un medio graso
apropiado que incluye los coadyuvantes necesarios, para que al mezclarlos con agua
se produzca una emulsion estable. La mayoria de las formulaciones de bioplaguicidas
existentes en el mercado para el control de fitopatogenos estan basadas en formas
secas, polvos mojables, granulados o polvos de reconstitucion en vehiculos oleosos.
Sin embargo hay ain mucho por explorar en materia de desarrollo de nuevas
formulaciones adaptadas a los requerimientos del usuario.

El hecho de que el microorganismo que constituye el principio activo de un
bioplaguicida deba permanecer vivo, pero estable genética y fisioldgicamente
obliga a que éste deba mantenerse en estado latente durante el almacenamiento y
que se active cuando sea aplicado para ejercer su actividad biocontroladora. Esto
puede ser un reto para el formulador, quien debe considerar los requerimientos y
susceptibilidades especificas de cada microorganismo. Varios de los factores que
pueden afectarlos positiva o negativamente provienen de la fermentacion, ya que
al separar el microorganismo de su sustrato de produccion, ademas de la biomasa
microbiana pueden quedar materiales extrafios que pueden interactuar fisicamente
con el microorganismo, afectando su viabilidad y actividad biocontroladora y las
caracteristicas fisicoquimicas de la formulacion, ya que también pueden interactuar
con los auxiliares de formulacion.

La mayoria de formulaciones involucra el uso de surfactantes, dispersantes
y agentes de suspension. Los tensioactivos empleados en la formulacion pueden
ser idnicos, o anidnicos, sirven para humedecer los solidos y para prevenir
la aglomeracion de las particulas. En general los tensioactivos anionicos son
adsorbidos por la superficie de las particulas y llevan una carga eléctrica, trabajando
a distancia cuando dos particulas se aproximan entre si para impartir la estabilidad
electrostatica. Por otra parte, los tensioactivos no ionicos en la superficie de la
particula promueven estabilidad estérica.

Los dispersantes pueden ser polimeros solubles en agua o agentes espesantes
necesarios para una formulacion estable. Dado su alto peso molecular, actian
principalmente como una barrera fisica entre las particulas en el medio liquido de
dispersion. Estos en general le confieren viscosidad a las suspensiones liquidas en el
estado estatico (almacenamiento). Frecuentemente se utilizan mezclas de estos con
los tensioactivos para darle estabilidad de la formulacion resultante.

Los agentes de suspension, juegan un papel esencial en las formulaciones,
en ellos se incluyen arcillas (palygorskita y bentonita) y silice entre otros. En su
mayoria son minerales inorganicos afiadidos al sistema, representados por particulas
finas de 1 a 50 um, que pueden ser hidréfilos o hidréfobos. Ayudan a separar las
particulas para que no se aglomeren, modificando la reologia y mejorando el flujo
del sistema.

En otras presentaciones de bioplaguicidas como los granulados (GR), que
tienen aspecto de arenilla con tamafos de particula que oscilan entre 0,2 y 1,5 mm,
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ademas del principio activo y el vehiculo, contienen un adherente. Los granulados
dispersables en agua (WG), ademas de los auxiliares de formulacion mencionados,
contienen dispersantes.

De otra parte, el uso de protectores de luz UV es cada vez mas frecuente en
las formulaciones de bioplaguicidas. Ya que la inactivacion causada por la radiacion
solar bajo condiciones de campo es el principal factor ambiental, que limita el uso
masivo de estos agentes de biocontrol (Burges, 1998), particularmente, la radiacion
comprendida entre 280 nm y 310 nm. Esta induce efectos deletéreos en las células
como consecuencia de su accion sobre porfirinas, carotenoides, quinonas, esteroides,
proteinas y acidos nucleicos. La radiacion solar antes de llegar a la superficie
terrestre, viaja a través de la atmoésfera donde es absorbida la radiacion UV-C y el
90% de la UV-B, mientras que la radiacion UV-A es débilmente absorbida, por tal
razdn la radiacion UV disponible en la tierra es 98% UV-A y 2% UV-B (Diffey,
1991). Dentro de los adyuvantes que actian como protectores se encuentran los
filtros solares y las pantallas solares. Los primeros absorben selectivamente la
radiacion ultravioleta, mientras que los segundos reflejan o dispersan la radiacion.
Dentro de los filtros solares se encuentran los de bajo espectro como el acido para-
aminobenzoico (PABA) y sus ésteres. Los rangos de absorbancia para el PABA y
el aminobenzoato de glicerol esta entre 260 y 313 nm en concentraciones del 5 al
15%. Cinamatos y sus ésteres a concentraciones entre el 1 y el 4%, tienen un rango
de proteccion entre 280 y 310 nm y son insolubes en agua. En este grupo también se
encuentran los salicilatos y ésteres, cuyo rango de proteccion esta entre 290 y 315
nm (Fargues et al.,1997). Las pantallas solares son generalmente de origen mineral
y son efectivas frente a radiacion UV de tipo A y B. Los filtros solares fisicos mas
usados son el 6xido de zinc (ZnO) y el didxido de titanio (TiO,) (Velasquez et al.,
1998).

El trabajo de preformulacién puede comenzar mezclando un auxiliar de
formulacion con el microorganismo o usando mezclas del microorganismo con
diferentes auxiliares mediante disenos experimentales complejos. Los criterios
de evaluacion en general consideran el efecto de estos sobre la viabilidad del
microorganismo. Una vez seleccionados los auxiliares de formulacion que no
afectan negativamente la viabilidad de los microorganismos se hacen mezclas
complejas para lograr el sistema de entrega definido para el producto y usando
como variables de respuesta la viabilidad, las caracteristicas fisicoquimicas,
la actividad biocontroladora y la estabilidad en almacenamiento, mediante
un enfoque integral y multidisciplinario que involucra la participacion de
microbidlogos, quimicos farmacéuticos, bidlogos, ingenieros agronomos etc.
Una vez seleccionado el prototipo de producto, éste debe ser optimizado durante
la fase de formulacion.

En Colombia, Corpoica la entidad de gobierno encargada de la investigacion
agropecuaria, mediante un trabajo multidisciplinario ha desarrollado diferentes
tipos de formulaciones que han sido evaluadas exitosamente en campo tanto para
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el control de enfermedades como de insectos plaga. Estas han demostrado su
estabilidad en condiciones de almacenamiento y campo y efectividad en condiciones
comerciales de produccion.

A base del aislamiento nativo Th003 de Trichoderma koningiopsis para
el control de patogenos del suelo y foliares (Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Oidium lycopersici,
entre otros). A base de este hongo se desarrollaron dos prototipos de producto,
granulado dispersable y polvo mojable. Ambos contienen fotoprotectores que
le confieren tolerancia a la luz UV-B. Se determiné que el producto en polvo
tiene una vida util de 18 meses, almacenado a 18°C y el producto granulado
presentd alta viabilidad bajo condiciones de refrigeracion (4°C), con una
vida ttil de 18 meses. Las dos formulaciones del hongo mostraron un efecto
estabilizador durante el almacenamiento a las temperaturas de 4°C, 18°C y
28°C, considerando que la vida util de los conidios sin formular present6 una
germinacidn aceptable sdlo hasta los 3,7, 3,3 y 0 meses a estas temperaturas
respectivamente, demostrando asi los beneficios de la formulacién para
estabilizar el microorganismo en condiciones de almacenamiento (Santos et
al., 2012). Estas formulaciones han sido licenciadas internacionalmente con
aplicacion exitosa a nivel comercial.

Para el control de Botrytis cinerea en campo, a base de la cepa LvCo7 de
Rhodotorula glutinis se desarrolld un prototipo de formulacion liquida con
proteccion ultravioleta, que en condiciones de almacenamiento presentd una pérdida
de viabilidad inferior al 10% después de almacenarse durante 6 meses a 8 °C y alta
actividad biocontroladora (69 %) al ser aplicado en cultivos de mora en condiciones
de produccion comercial (Zapata et al., 2013).

Para el control de patégenos en postcosecha se desarrollaron dos prototipos
de bioplaguicida, un granulado dispersable y una suspension oleosa a base la
cepa Lv027 de Pichia onychis. Ambos cumplieron con todos los requerimientos
fisicos y microbioldgicos establecidos para este tipo de productos, ademas de,
presentaron alta eficiencia biocontroladora (cercana al 80%) con pérdidas de
viabilidad menores al 10% cuando se sometieron a condiciones de refrigeracion
durante 6 meses. Al evaluar los dos prototipos de bioplaguicida desarrollados
a base de esta contra Rhizopus stolonifer en frutos de tomate en pruebas
semi-comerciales, se determindé que el prototipo granulado se comportd
significativamente mejor que el prototipo oleoso con porcentajes de proteccion
entre el 88% y €1 90%, seleccionandose éste para posteriores ensayos comerciales
(Garcia et al., 2002).

Asi mismo, este grupo también ha hecho varios desarrollos para el control
de insectos plaga a base de Lecanicillium lecani (Cotes et al., 2009), Metarhizium
anisopliae (Gomez etal., 1997), Beauveria bassiana, Nomuraea rileyi (Villamizar et
al., 2004), granulovirus (Villamizar et al., 2008) y nucleopolihedrovirus (Villamizar
et al., 2010) entre otros.
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Registro de produtos biolégicos no Brasil:
avancos e desafios

Francys Mara Ferreira Vilella

Segundo a Associagdo Brasileira das Empresas de Controle Bioldgico
(ABCBio), o mercado de controle bioldgico de pragas e doengas na agricultura
vem crescendo entre 10% a 15% ao ano (http://www.abcbio.org.br/). Esta ¢
uma otima noticia, mas a0 mesmo tempo implica uma série de desafios a todos
os setores envolvidos. Por parte da industria, podemos destacar a necessidade de
estabelecimento e atendimento de padrdoes minimos de qualidade ¢ langamento de
novas tecnologias. Por parte do governo, os desafios ndo deixam de ser menores:
combate a venda ilegal, combate a venda de produtos sem registro ¢ atualizagdo do
marco legal frente as novas tecnologias disponiveis.

Por definigdo, os produtos bioldgicos que tem como objetivo o controle de
pragas se enquadram na Lei de Agrotoxicos e Afins, ja aqueles que tém como
finalidade proporcionar ganho favoravel ao crescimento de plantas podem ser
considerados Inoculantes ¢ seguem outro arcabougo legal. Ambas as legislagdes,
apesar de complexas ¢ extensas, sdo passiveis de cumprimento.

O Setor Regulador vem impetrando esforgos continuos para acompanhar as
demandas do mercado ¢ modernizar o arcabougo legal dos produtos de uso agricola.
No que concerne os produtos considerados Inoculantes, a Lei que os regulamenta
¢ de 1980, entretanto, seu decreto regulamentador foi publicado em 2004 —
Decreto n° 4954/04. Ao longo desse tempo, até o presente momento, o MAPA
vem fazendo esfor¢os constantes para modernizar a legislagdo a fim de torna-la a
mais clara possivel, pois muitas vezes alguns produtos podem ter interface com a
regulamentacdo de agrotdxicos e afins. Em relagdo aos produtos enquadrados como
Agrotoxicos ¢ Afins, a legislagdo que regulamentava o setor era extremamente
antiga, tendo como base o Decreto n® 24.114/34, e que determinava, inclusive, que
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a concessdo do registro de tais produtos era de competéncia apenas do Ministério
da Agricultura. A Lei n® 7.802/89 trouxe uma série de inovacdes e beneficios
garantindo a seguranca da populagdo e do meio ambiente, assegurando padroes
de qualidade e eficiéncia, além do uso seguro dos agrotoxicos no Pais, envolvendo
conjuntamente trés Orgdos federais como regulamentadores: o Ministério da
Agricultura (MAPA), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA). Ja nessa Lei ¢ em seu decreto
regulamentador notam-se avangos com destaque para a necessidade de publicacdo
de instrumentos juridicos normativos especificos para produtos considerados de
Baixa Toxicidade e Periculosidade e a priorizagdo ¢ avaliagdo diferenciada dessa
categoria de produtos por parte dos reguladores. Ainda cabe ressaltar que houve
uma diferenciagdo, também, no quesito registro de produtos técnicos e formulados.
No caso de produtos ditos “quimicos convencionais” ha a necessidade do registro
tanto do produto técnico quanto do produto formulado. Ja para os produtos de baixa
toxicidade/bioldgicos esse fato ndo acontece. A figura do registro do produto técnico
pode ser dispensada, ja que suas normativas especificas apresentam a possibilidade
do registro direto das formulagdes de pronto uso, sem a necessidade da apresentagdo
do Certificado de Registro do Produto Técnico que embasa a formulagao, ficando a
critério dos orgdos registrantes determinarem, ou no, esse registro. Até o presente
momento nenhum produto considerado bioldgico necessitou ter seu produto
técnico registrado. Essa diferenga com os “quimicos convencionais” ¢ um fator
importantissimo quando se trata ndo s6 da diminui¢do do tempo de obtenc@o do
Registro Federal, como também, da diminui¢ao dos custos envolvidos no processo
de registro.

O Registro de um produto ¢ a maneira legal de se produzir, comercializar,
exportar, importar, manipular ou utilizar um agrotoéxico, componente ou afim, no
pais, seja por intermédio de formulagdo/fabricagdo dos seus componentes e/ou de
importacdo dos mesmos ¢ ¢ obrigatorio a todos os produtos destinados a defesa
fitossanitaria, ou seja, aqueles destinados ao controle de pragas e doengas, sejam
eles utilizados na agricultura convencional ou na agricultura orgéanica.

O objetivo do registro ¢ principalmente garantir a seguranca da populacéo e
do meio ambiente, os padroes de qualidade ¢ a eficiéncia dos mesmos. Vale ressaltar
que o Titular do Registro é o detentor dos direitos comerciais do produto.

Para que uma empresa possa buscar o registro de um produto deve primeiro
enquadra-lo corretamente na legislagdo pertinente. Tal enquadramento se da em
fun¢@o da sua composigao ¢ da finalidade a que se destina.

Produtos inoculantes
Segundo a Regulamentacdo, entende-se por Inoculante os produtos que

contenham microrganismos com atuacdo favoravel ao crescimento de plantas com
consequéncia em aumento de produtividade, como por exemplo, Bradyrhizobium
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sp. ¢ Rhizobium sp. Por esta regulamentagdo tratar de microrganismos, muitas
vezes os produtos a base de fungos ¢ bactérias, com atuagdo no controle, podem ser
confundidos ¢ enquadrados equivocadamente nesta categoria.

E de competéncia das Superintendéncias Estaduais do Ministério da
Agricultura, Pecuaria ¢ do Abastecimento (MAPA) as avaliagdes sobre os pleitos
de Registro de Produtos e Estabelecimentos, bem como os procedimentos de
fiscalizacdo. Existem normas especificas para orientar cada uma das categorias
de produtos que estdo sobe a égide da Lei 6.894/80. Cada produto possui uma
normatizagdo especifica de acordo com sua composi¢do. Existem ainda, normativas
que orientam os métodos analiticos ¢ qualitativos a serem utilizados nas analises,
limites de contaminantes que determina o controle de qualidade tanto da matéria-
prima quanto do produto final, além das diretrizes de importagdo. Portanto, cada
categoria possui exigéncias proprias, especificagdes e detalhes singulares, a serem
seguidos.

Para se obter o Registro de um Inoculante, a empresa requerente deve possuir
o Registro do Estabelecimento Produtor. Como pré-requisito existe a necessidade
de cumprimento da legislagdo ambiental - Licenciamento Ambiental — concedida
pelo orgdo estadual ambiental competente, ou a dispensa da mesma. Devem ainda
ser registrados os estabelecimentos que comercializem, exportem ou importem,
estes produtos. O prazo de validade do registro € de cinco anos, renovavel por iguais
periodos.

Produtos agrotoxicos — biologicos

Um produto ¢ considerado como Agrotoxico ou Afim, conforme mecionado
anteriormente, quando se apresenta como “‘produto ou agente de processos
fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores de produgdo,
no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também
de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da a¢do danosa de seres
vivos considerados nocivos”.

Nesse contexto estdo os agentes bioldgicos (entomopatdgenos, parasitoides,
predadores ¢ nematdides), os semioquimicos, outros bioquimicos, extratos vegetais
e minerais, utilizados na agricultura com finalidade de controlar organismos
considerados nocivos, além de todos os outros produtos que sejam utilizados no
controle de pragas agricolas e que se enquadrem na definicdo legal.

No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuaria e do Abastecimento (MAPA),
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) sdo os 6rgaos
federais responsaveis pela Avaliagdo ¢ o Registro de Agrotoxicos e Afins. Dentre as
competéncias de cada 6rgdo federal, cabe a0 MAPA avaliar a eficiéncia agronomica
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para uso nos setores de producdo, armazenamento ¢ beneficiamento de produtos
agricolas, nas florestas plantadas ¢ nas pastagens. Ao Ministério da Saude, por
meio da ANVISA, cabe avaliar e classificar toxicologicamente os agrotoxicos,
seus componentes ¢ afins; avaliar os produtos destinados ao uso em ambientes
urbanos, industriais, domiciliares, ptblicos ou coletivos, ao tratamento de agua
¢ ao uso em campanhas de satde publica. Compete ao Ministério do Meio
Ambiente, por meio do IBAMA, avaliar os agrotoxicos ¢ afins do ponto de
vista do perigo ambiental estabelecendo suas classificagdes quanto ao potencial de
periculosidade ambiental.

O primeiro registro a ser conseguido pela empresa ¢ o Registro Especial
Temporario (RET) cuja finalidade é conceder autorizag@o temporaria para que sejam
executados os estudos toxicoldgicos, ambientais ¢ de eficiéncia e praticabilidade
agrondmica, que subsidiardo o pleito de registro para comercializagdo do produto.
Desta forma, o primeiro passo ¢ conseguir o RET, depois realizar os estudos
especificos, apos, solicitar o Registro Federal (esse sim, habilitard a empresa a
comercializar o produto) e, por fim, proceder ao cadastramento do produto em cada
Estado da Federagdo onde se pretende comercializar o produto.

O RET deve ser solicitado antes do inicio dos procedimentos de pesquisa e
experimentacdo, inclusive no caso de importagdo de produtos utilizados com este
fim, e esta sujeito a aprovacdo, ou ndo, dos trés orgdos federais, sendo concedido
por tempo determinado.

Avangos em relagdo a Norma, que regulamenta esse registro, tém sido
observados, dentre eles a separag@o na confecgdo dos processos a serem submetidos,
especialmente para aqueles com caracteristicas distintas dos agrotoxicos
convencionais, como, por exemplo, o ndo enquadramento dos produtos biologicos
nas fases em que normalmente os agrotoxicos convencionais sdo classificados, a
depender do tamanho da area a ser testada e da quantidade de produto utilizado.
O SISRET ¢ outra inovagdo, ¢ um sistema eletronico de requerimento e analise,
ancorado no portal eletronico do IBAMA e utilizado de forma integrada pelo MAPA
e ANVISA, que veio para agilizar e qualificar a avaliagdo preliminar de agrotoxicos.
Este sistema foi desenvolvido para oferecer aos interessados no registro de produtos
(para pesquisa e experimentagdo) maior economia e agilidade no atendimento.
Uma terceira via de agilidade, implementada pelo Governo, ¢ o que se denomina
RET automatico, concedido a produtos ja registrados ¢ onde a manifestagdo de
concessdo, ou ndo, fica a critério apenas o Ministério da Agricultura.

Registro federal
Para a solicitagdo de Registro Federal, que autoriza a comercializagdo do
produto, devem ser seguidas as diretrizes da Lei 7.802/89, do Decreto 4074/02 e

de cada uma das Portarias, Resolugdes ¢ Instrugdes Normativas Conjuntas vigentes
para cada tipo de produto.
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Quando se trata de um produto de baixa toxicidade, como os produtos
bioldgicos, por exemplo, hd que se solicitar aos 6rgdos regulamentadores que o
produto seja considerado como tal, ou seja, seja enquadrado como um produto de
Baixa Toxicidade e Periculosidade, termo citado nos instrumentos legais que norteiam
o registro destes produtos. Desta forma, os pleitos submetidos devem demonstrar
ao governo que seguirdo ndo a normativa elaborada para a obtengdo do registro dos
produtos quimicos convencionais, mas as diversas normativas hoje publicadas para
atender, especificamente, cada um dos produtos considerados de Baixa Toxicidade e
Periculosidade visando a avaliag@o caso a caso. Caso o produto seja considerado como
tal, tera também sua analise priorizada. Abaixo citamos as especificidades, para cada
uma as categorias até o presente, normatizadas especificamente:

a) Produtos Microbioldgicos descritos como sendo os microrganismos vivos
de ocorréncia natural, bem como aqueles resultantes de técnicas que impliquem
na introdugdo natural de material hereditario, excetuando-se os organismos cujo
material genético (ADN/ARN) tenha sido modificado por qualquer técnica de
engenharia genética (OGM).

Cabe salientar que, o registro de produtos microbioldgicos é por cepa ¢ ndo
por espécie.

b) Agentes Biologicos de Controle, definidos como organismos vivos, de
ocorréncia natural, ou obtidos por manipulag¢ao genética, introduzidos no ambiente
para o controle de uma populagdo, ou de atividade bioldgica, de outro organismo
considerado nocivo, podendo abranger: inimigos naturais (organismos que
naturalmente infectam, parasitam, ou predam, uma praga especifica, dentre eles,
parasitdides, predadores e nematodides entomopatogénicos) e insetos obtidos através
da TIE — Técnica do Inseto Estéril (liberagdo de machos esterilizados por radiagao
ionizante como método de controle que pode ser usado na supressdo ou erradicagdo
de pragas).

¢) Produtos Bioquimicos descritos como reguladores de crescimento
(hormonios e enzimas), constituidos por substancias quimicas de ocorréncia natural
e com mecanismo de agdo ndo toxico, usados no controle de doengas ou pragas.

d) Produtos Semioquimicos descritos como aqueles constituidos por
substancias quimicas que evocam respostas comportamentais ou fisiologicas
nos organismos receptores ¢ que sdo empregados com a finalidade de deteccgdo,
monitoramento ¢ controle de uma populagdo, ou de atividade biologica de
organismos vivos, podendo ser classificados, a depender da a¢do que provocam,
intra ou interespecifica, como feromonios e aleloquimicos, respectivamente.

Conforme ja abordado, hd requisitos claramente estabelecidos para as
diferentes linhas de produtos, inclusive os “quimicos convencionais” (que ndo serao
abordados nesse capitulo).

Para a submissdo do pleito de Registro Federal faz-se necessaria a apresentagao
de testes de caracterizagdo fisico-quimica dos produtos, bem como de testes
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toxicoldgicos, ambientais, inclusive com organismos nio alvo, da genotoxicidade
e da eficiéncia e praticabilidade agronomica. A obrigatoriedade da apresentagdo de
cada um dos testes esta vinculada ao tipo de produto, isto ¢, se técnico ou formulado,
so6lido, liquido ou gas, bem como do modo de uso, isto ¢, se aplicado em pré ou pos-
emergéncia, pré ou pos-colheita, incorporado ao solo, utilizado no tratamento de
sementes, utilizado dentro de armadilhas, etc.

As normas especificas que regem cada um dos produtos bioldgicos/
naturais, citados anteriormente, descrevem os diferentes niveis de exigéncias
para apresentagdo dos parametros e estd totalmente relacionado as caracteristicas
proprias de cada um desses produtos.

A caracterizacdo fisico-quimica do produto consiste na descri¢do de sua
estrutura molecular, fornecendo dados importantes para corroborar os resultados
dos demais parametros toxicologicos, ambientais e da genotoxicidade testados. Os
resultados obtidos sdo utilizados pelos trés orgdos regulamentadores para embasar
os demais resultados apresentados.

Os testes toxicologicos e ecotoxicologicos apresentados a ANVISA e ao
IBAMA englobam ndo somente testes com mamiferos, como também, testes
com outros organismos ndo-alvo, como insetos, aves, organismos aquaticos ¢ de
solo, abrangendo assim, diversos niveis troficos. Além dos testes com organismos
ndo-alvo, os parametros ecotoxicologicos abrangem, também, os testes de
comportamento ambiental dos produtos, como transporte, mobilidade ¢ adsorcao,
realizados com solos nacionais.

Todos os testes devem ser realizados sob as normas do Sistema da Qualidade
BPL — Boas Praticas de Laboratdrio, seguindo metodologias reconhecidas nacional
ou internacionalmente ¢ adequadamente validadas. No Brasil, o INMETRO ¢
a Unidade de Monitoramento reconhecida que audita os laboratorios quanto a
competéncia na realizag@o destes, dentro do Sistema da Qualidade citado.

Registro federal de produtos fitossanitarios com uso aprovado para agricultura
organica

A via de registro de produtos com uso aprovado para agricultura organica
pode ser considerada outro grande avango que veio beneficiar a area dos produtos
bioldgicos. Implementada desde 2009, foi delineada para facilitar e agilizar o
registro de produtos cujas informagdes em termos de seguranga ambiental e
toxicoldgica e eficiéncia agrondmica, ja tinham um histérico de conhecimento, por
parte dos orgaos regulamentadores. Essa via de registro consiste primeiramente na
publicagdo das Especifica¢des de Referéncia, por parte do Governo Federal, e onde
ndo existe a obrigatoriedade da apresentagdo de RET no dossié de registro, bem
como apresentagdo da grande maioria dos testes exigidos, inclusive de eficiéncia
agrondmica. Os poucos testes exigidos, geralmente referem-se a estabilidade de
prateleira, que comprove a validade do produto, pelos interessados no Registro.
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Entretanto, uma vez publicadas as Especificagdes de Referéncia, ndo ha como
o interessado no registro realizar qualquer alteragdo na formulagdo que ira pleitear o
registro. A empresa interessada deve seguir fidedignamente todas as recomendagdes
publicadas para a composi¢do dos produtos, o tipo de formulagdo, o modo de
uso, aplicacdo, eficacia referente aos alvos e culturas, bem como doses aplicadas.
E ¢ com base nesse fundamento que consiste a dispensa dos testes de eficacia e
laboratorio, pois 0 Governo Brasileiro ja possui todos os dados necessarios a segura
avaliacdo dos produtos.

Vale ressaltar que, também nessa via, os produtos microbioldgicos sdo
registrados por cepa.

Até o presente momento foram publicadas as seguintes Especificagdes de
Referéncia:

* Cotesia flavipes

e Trichogramma galloi

* Neoseiulus californicus

e Tephrosia candida

* Baculovirus Anticarsia gemmatalis

* Baculovirus Condylorrhiza vestigialis

» Metarhizium anisopliae, strain IBCB 425

e Trichoderma stromaticum, strain CEPLAC 3550

* Azadirachta indica

* Beauveria bassiana, strain IBCB 66

* Phytoseiulus macropilis

o Stratiolaelaps scimitus

* Deladenus (Beddingia) siricidicola

 Cryptolaemus montrouzieri

e Trichoderma asperellum, strain URM-5911

* Baculovirus Spodoptera frugiperda

Registro estadual

Apdsaobtengdo do Certificado de Registro em ambito Federal, a Empresa ainda
devera cadastrar-se nos estados brasileiros onde deseja comercializar os produtos
registrados. Enquanto que, em alguns estados este registro ou cadastro pode ser
realizado de forma simplificada, apresentando somente a documentagdo deferida
pelos 6rgdos federais regulamentadores, em outros, sdo exigidos praticamente todos
os procedimentos de registro ja realizados quando da submissao do pleito em esfera
federal, inclusive com pagamento de taxas referentes a classificagdo dos produtos,
recebida apés avaliagdo dos orgdos federais. Este registro deve seguir legislagao
estadual especifica, observando-se as exigéncias dos 6rgdos de meio ambiente,
satde e agricultura de cada estado.
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Regulamentacoes indiretamente ligadas ao registro

As regulamentacdes abaixo estdo também ligadas ao arcabougo legal que
permeia o registro de produtos bioldgicos ¢ devem ser atendidas pela empresa
interessada, na medida em que esteja relacionada a sua atividade, que sdo:

- A Lei 6938/81 de Politica Nacional de Meio Ambiente que determina
as agéncias de fomento, a concessdo de recursos financeiros somente aquelas
instituigdes e empresas que tenham a Licenga Ambiental;

- A Lei 13123 que dispde sobre o acesso ao patrimdnio genético, sobre a
protecdo e o acesso ao conhecimento tradicional associado e sobre a repartigdo de
beneficios para conservacdo ¢ uso sustentavel da biodiversidade.

- Lei 10.165/00 que determina o cadastramento de todas as instituigdes
publicas e privadas, inclusive de ensino e/ou pesquisa, que realizem as atividades
descritas em seu anexo no Cadastro Técnico Federal/IBAMA

- Cumprimento de Resolugdo ANVISA para comprovagdo de porte da
empresa.

CONSIDERACOES FINAIS

Como exposto acima, o marco regulatério que regula os produtos agricolas,
em especial os produtos bioldgicos, ¢ claramente estabelecido e assegura, tanto
ao setor produtivo, quanto ao consumidor, seguranca juridica, toxicologica e
ambiental. Muitos avangos tem sido observados nesse repertorio, apesar do muito
ainda que ha de se fazer, para tornar a tramitacdo dos processos a mais agil possivel
dentro dos padrdes minimos de seguranga aceitaveis. Portanto, o empreendedor
que queira investir nesse mercado extremamente promissor precisa cumprir as
regras e continuar investindo em inovag@o para gerar tecnologicas cada vez mais
ambientalmente amigavies e toxicologicamente seguras.
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e da outras providéncias.
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propaganda comercial, a utilizagdo, a importagao, a exportagdo, o destino final dos residuos ¢
embalagens, o registro, a classificagdo, o controle, a inspecdo ¢ a fiscaliza¢@o de agrotoxicos,
seus componentes ¢ afins, e d4 outras providéncias.

BRASIL. Decreto n® 4.074 de 04 de janeiro de 2002. Regulamenta a Lei n° 7.802, de
1989. Dispde sobre a pesquisa, a experimentagdo, a produgdo, a embalagem e rotulagem
o transporte, 0 armazenamento, a comercializa¢do, a propaganda comercial, a utilizagdo, a
importagdo, exportagdo, o destino final dos residuos e embalagens, o registro, a classificagdo,
o controle, a inspe¢do e a fiscalizagdo de agrotoxicos, seus componentes e afins, e d4 outras
providéncias.

BRASIL. Lei 13123, de 20 de maio de 2015. Regulamenta o inciso I do § 1°e o § 4° do art.
225 da Constituicdo Federal, o Artigo 1, a alineaj do Artigo 8, a alinea ¢ do Artigo 10, o Artigo
15 e 0s §§ 3° e 4° do Artigo 16 da Convengao sobre Diversidade Biologica, promulgada pelo
Decreto n® 2.519, de 16 de margo de 1998; dispde sobre o acesso ao patrimdnio genético,
sobre a protecdo e o acesso ao conhecimento tradicional associado e sobre a reparti¢do de
beneficios para conservacao e uso sustentavel da biodiversidade; revoga a Medida Provisoria
n°2.186-16, de 23 de agosto de 2001; e d4 outras providéncias.
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INTRODUCAO

A demanda por insumos agricolas de baixo impacto a saude humana e
ao ambiente cresce constantemente em todo o mundo. Com isso, os agentes de
biocontrole de pragas e doengas de plantas vém ganhando maior visibilidade
¢ mercado. Assim, o mercado mundial ¢ a industria de produtos de controle
bioldgico tém crescido cinco vezes mais que a de defensivos quimicos (ABCBIO,
2015). A comercializagdo dos agentes de biocontrole exige uma série de normas
governamentais que orientam 0s passos necessarios para a regulamentagdo da
producdo, armazenamento, comercializa¢do ¢ aplicagdo dos produtos bioldgicos.
Essas normas garantem ao setor produtivo regras claras para disponibilizar os
produtos no mercado, e ao consumidor final, a certeza da disponibilidade de produtos
seguros ao ambiente ¢ a satde publica, utilizando adequadamente a biodiversidade.
Portanto, a adequagdo da legislagdo para o devido registro se torna extremamente
importante para o agronegocio (De Paula Janior et al., 2013).

Cada pais possui uma legislacdo especifica para o registro de produtos
bioldgicos. Entretanto, também pode haver a unido de paises que seguem a mesma
legislagdo, como ocorre na Unido Europeia. Nesse capitulo serdo abordados
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aspectos da legislagdo Colombiana, Norte Americana ¢ da Unido Europeia, paises
que possuem grande quantidade de produtos registrados. A revisdao apresentada se
baseou na consulta aos sites dos 6rgdos regulamentadores em cada um dos paises, a
saber, o Instituto Colombiano Agropecuario, Agéncia de Prote¢do Ambiental (EPA
nos EUA), e a Comissdo Europeia e o Ministério da Agricultura de cada Estado-
Membro.

Ha algumas diferengas importantes entre as legislagdes, como, por exemplo,
nos Estados Unidos é necessaria uma reunido antes do envio de pedido de registro
do produto, que tem o objetivo de esclarecer o que é necessario ¢ como deve ser
feito o registro. Outro aspecto muito variavel no registro ¢ o custo, a Colombia o
custo de registro ¢ compativel com o brasileiro, tendo seu valor minimo a partir de
USS$ 100-761.000, respectivamente. O registro na Europa ¢ mais caro, superior a
USS 1 milhdo, e também o mais demorado, podendo variar entre 2,5 e 4,5 anos,
enquanto que nos demais paises citados por ser de apenas um ano.

Paraaobtencdo doregistronesses paises sdo exigidas analises das caracteristicas
morfologicas, fisicas, bioquimicas e toxicologicas, além dos impactos ambientais,
para resguardar a satde da populag@o que ira consumir os alimentos tratados com os
bioagentes e também das pessoas que terdo contato direto com o produto.

As exigéncias para registro também depende do organismo, sendo que para os
microrganismos, principalmente os predadores e parasitoides o registro ¢ bastante
simplificado. Por outro lado, para os agentes microbianos as exigéncias sdo maiores,
justamente devido as diferencas de caracteristicas de cada grupo de organismos.

Colombia

A Colombia possui grande biodiversidade, tendo a peculiaridade de ser
0 unico pais da América do Sul banhado por dois oceanos (Camara, 1999). Este
pais € considerado por Mittemeier ef al. (1997) um dos mais ricos em diversidade
biologica, junto dos Estados Unidos, México, Venezuela, Brasil, Africa do Sul,
India, China, Australia e outros, denominados paises de megadiversidade.

A fim de proteger a diversidade local, estes paises criaram mecanismos legais
¢ adotaram a Convengao sobre Diversidade Bioldgica durante a Conferéncia das
Nagdes Unidas sobre Meio Ambiente ¢ Desenvolvimento — RIO 92, realizada
na cidade do Rio de Janeiro em 1992 (Sandes & Di Blasi, 2000). A aprovagdo
da convengao na Colombia ocorreu em 9 de novembro 1994 pela Lei de n° 165,
demostrando a consciéncia da diversidade bioldgica para qualquer fonte de
organismo vivo, de qualquer ecossistema, sendo terrestres, aquaticos ¢ todos os
complexos ecologicos presentes. Almejando a obtencdo de desenvolvimento
baseado em sustentabilidade, por meio de valores ecologicos, sociais, econdmicos,
cientificos, educativos, culturais, recreativos e estéticos.

No ano de 1996, por meio da resolugdo 1056 de 17 de abril, o governo
colombiano cria o Instituto Colombiano Agropecuario — ICA, para realizar o
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controle técnico dos insumos agropecudrios, que inclui todos os produtos naturais,
sintéticos ou biologicos, utilizados para promover a producdo agropecuaria.
A institui¢do € responsavel pelo registro de producdo, importagdo, controle de
qualidade e comercializagdo de insumos agropecuarios ¢ por cumprir todas as
legislagdes vigentes no pais sobre o tema. Em dezembro de 2008, o ICA sofreu
alteragdes estruturais, por meio do artigo 5° do Decreto 4765, no qual as atividades
de pesquisa e de transferéncia de tecnologia presentes em sua criagdo, devem ser
realizadas em conjunto com pessoas fisicas ou juridicas.

Com base na legislagdo, o ICA entende como produto biologico em especifico,
aquele que foi obtido de um organismo vivo, de substancias derivadas do cultivo
destes ou de origem humana ou animal, incluindo organismos e microrganismos
empregados no controle bioldgico de doencas em geral. O controle biologico de
doenga de plantas esta relacionada a area de Fertilizantes e de insumos biologicos
agricolas, por meio do controle técnico-cientifico de registro, produgdo, importagao,
comercializagdo ¢ uso de fertilizantes, condicionadores de solo e insumos biologicos
agricolas, como os agentes microbianos, inoculantes bioldgicos e extratos vegetais,
para a nutri¢do das plantas, prevengdo, controle ¢ erradicagdo das pragas, ¢ facilitar
o comércio nacional e internacional de produtos de origem agricola e para melhorar
a producdo ¢ produtividade agricola e contribuir para a seguranga alimentar.

Em 23 de janeiro de 2003, pela resolug@o 150, adota-se o Regulamento técnico
de fertilizantes a condicionadores de solos para a Colombia, com isso, o ICA fica
responsavel em outorgar o registro e exercer o controle legal e técnico destes produtos
no pais, para obter no setor agropecuario um maior grau de seguranga alimentar. O
governo colombiano visando obter a qualidade dos produtos de origem ecoldgica e
garantir aos cidaddos o direito de um ambiente saudavel, por meio da preservagao,
conservagao e/ou protecdo dos recursos naturais renovaveis e ndo-renovaveis adotou
diretrizes iniciais, envolvendo produgdo primaria, processamento, empacotamento,
etiquetamento, certificagdo, importagdo, comercializagdo e estabeleceu o Sistema
de Controle de Produtos Agropecuarios Ecoldgicos, por meio da Resolugdo 187 de
31 de julho de 2006, sendo esta aprimorada pelas resolugdes posteriores.

No ano de 2010, devido as necessidade de regularizar o registro de produtos
e controle de pessoas que realizam a comercializagdo de produtos agropecuarios
e/ou de sementes foi criada a Resolugdo 1167 de 25 de marco de 2010. O ICA
foi selecionado como 6rgdo responsavel para exercer o controle técnico da
comercializa¢do ¢ do uso dos produtos na Colombia, sendo que as pessoas fisicas
ou juridicas que desejem realizar a comercializa¢ao deverdo se registrar neste 6rgao,
entregar os documentos necessarios ao ICA e seguir todas as normas vigentes para
obter o registro de comércio, podendo ser inspecionados a qualquer momento.

Havendo a necessidade de uma legislagdo mais concreta ¢ detalhada para
estabelecer os requisitos para registrar departamentos técnicos de ensaio de eficécia,
produtores e importadores de insumos bioldgicos de uso agricola e ditar outras
disposigdes legais, foi publicado o artigo 7° da resolugdo 698 de 2011 dita sobre o
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registro de produtos de controle biologico. O interessado necessita primeiramente
realizar o seu registro como produtor, produtor por contrato, importador e/ou de
departamento técnico de ensaio de eficacia com data de expedigdo de até 90 dias, com
isso, até 30 dias depois o ICA realizara uma visita técnica de verificagdo ¢ emitira
o conceito favoravel ou nao em 60 dias. O ensaio de eficacia ¢ um experimento de
campo, realizado conforme escala experimental, que tem o objetivo de comprovar a
eficacia biologica ou agrondmica de um insumo bioldgico de uso agricola, conforme
as doses e seguindo as recomendagdes indicadas pelo fabricante ¢ realizadas na
Colombia. Depois de aprovada, o ICA expedira o registro do produtor em até 30
dias, assim o prazo total de registro do produtor ¢ de 210 dias.

Apds a obtengao do registro do produtor, ¢ necessario o registro do produto,
com isso se deve solicitar o registro, tendo o relatdrio de ensaio de eficacia, as
recomendagdes de uso e anexar o certificado de entrega do material de referéncia no
Laboratorio Nacional, com as caracteristicas do seu agente de controle bioldgico.
Héa a necessidade de entrega de uma cdpia do conceito toxicoldgico gerado pelo
Ministério de Prote¢do Social ou de alguma entidade capacitada; o projeto de
etiqueta ou rotulo do produto, o protocolo de ensaio de eficacia aprovado pelo ICA.
A estabilidade do produto deve ser provada por meio de um laboratério registrado
no ICA, tendo a avaliacdo de pelo menos dois lotes do produto (bioensaio,
caracteristicas microbioldgicas, >95% pureza microbiologica, ndo deve ter
organismo contaminantes, determinagdes fisicas e quimicas do produto, ¢ em casos
biofertilizantes e inoculantes produzidos de suportes ndo estéreis, deve-se incluir
analises de salmonela, coliformes totais e metais pesados para as analises realizadas
no tempo zero.

As caracteristicas morfoldgicas do ingrediente ativo, os meios de cultivo ou de
preparacdo e condi¢des 6timas para o desenvolvimento e multiplica¢do, os métodos
de analises qualitativos ¢ quantitativos garantindo a composi¢do ¢ a atividade
biologica, utilizados para o controle de qualidade do produto, a folha de manejo
do produto, o certificado da marca expedido pela Superintendéncia de Indistria ¢
Comércio, ou alguma entidade com a mesma competéncia, o certificado do titular
do registro em qual conste que foi realizado um contrato de produgdo em caso de
que se realize a produgdo por contrato com outra pessoa, deverdo ser apresentados.
Devera especificar a espécie agrondmica, o tipo de solo para a qual se recomenda
0 uso do produto, com o certificado de analise do produto e descri¢do do conteudo
dos materiais aditivos ou auxiliares a formulagdo nas proporgdes reais a respeito do
ingrediente ativo, o qual deve coincidir com o descrito no conceito toxicoldgico,
com as provas de compatibilidade com agroquimicos, restri¢des do uso e descrig@o
para a eliminagdo de produtos vencidos ou fora das especificagdes técnicas.

No caso de produtos importados, deve apresentar também a autorizagdo
do produtor para a comercializagdo do produto na Colombia, no qual se inclua
o certificado de analises do mesmo ¢ o Certificado de venda livre no pais de
origem, quando o produto ¢ fabricado no exterior e expedido pela autoridade
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nacional competente, o certificado oficial que explique o motivo pelo qual ndo esta
registrado, com a data de expedi¢do com no maximo seis meses a solicitagdo do
registro. Este certificado ou documento deve considerar a composi¢do garantida e
estar devidamente consolidado e certificado. Devendo também apresentar o recibo
de pagamento da tarifa estabelecida pelo ICA.

O pedido de solicitagdo de registro de produto deve ser feito trinta dias antes
da data de iniciagdo dos Ensaios de Eficacia Agrondmica, depois de 15 dias do
arquivamento o pedido sera aprovado ou ndo, caso haja alguma alteracéo a ser feita,
tera um prazo de 30 dias para sua realizagdo. Apos sua aprovagao, tera uma prazo de
vigéncia de 3 anos, findado este tempo, devera realizar ensaios de eficacia em duas
zonas agroecologicas diferentes. A etiqueta ou rotulo do produto também devem
ser aprovados, 30 dias apds a aprovagdo da etiqueta, é necessario que envie ao
Instituto um exemplar da arte final, em meio magnético e fisico. Para a expedi¢ao
do registro do produto, o ICA tera 30 dias apds a solicitagdo do registro para avaliar
a informagdo, documentagdo e expedir com vigéncia, mas, caso haja a necessidade
de fazer ajustes ou complementar a solicitagdo, havera um prazo de no maximo
trinta dias para os ajustes.

No caso de modificagdo dos registros, por modificagdo de atividade,
mudanca do local de produgdo, armazenamento e¢/ou do departamento técnico,
ou mesmo modificagdo no proprio produto, ha um prazo de 10 dias apos a
circunstancia ocorrida. Apds o registro do produto, o titular do registro deve
cumprir algumas obrigacdes para manuten¢do do registro, como enviar a
Diregdo Técnica de Inocuidade e Insumos Agricolas, um relatério com os dados
de comercializagdo ou servigos prestados no ano imediatamente anterior, até
dia 31 de margo de cada ano. Todos modelos de solicitacdo estdo presentes no
anexo da Resolu¢do 698 de 2011.

Informagdes necessarias para o registro de produtos podem ser encontradas
no site do ICA (http://www.ica.gov.co) de forma atualizada na area de Fertilizantes
¢ Insumos Bioldgicos, com tltima atualizagdo em 24 de fevereiro de 2016, onde
estdo disponiveis os Departamentos técnicos para testes de eficacia agrondmica
de insumos biologicos registrados; todas as empresas de insumos bioldgicos;
todos os produtos registrados de insumos bioldgicos, os Laboratorios Registrados
¢ Autorizados pelo ICA e os dados estatisticos de Importagdo ¢ Exportagao de
Fertilizantes, condicionadores de solo e Insumos Bioldgicos, com riqueza de dados
e sdo apresentados em forma de planilha.

Os produtos de Insumos Bioldgicos sdo divididos em extratos vegetais,
inoculantes biologicos, que podem ser fungos micorrizicos, agente de controle
bioldgico (parasitoide, predador e/ou agente microbiano), bioquimicos e também
medidas para a redugdo de acetileno, para estimular a fixagdo de nitrogénio (Hardy
et al., 1968). Sao muitos agentes de controle bioldgico usados na Colombia. Os
principais ingredientes ativos utilizados na fabricagdo dos produtos sdo espécies dos
géneros Trichoderma (20%) e Bacillus (9%), respectivamente.
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Estados Unidos

Nos Estados Unidos, o 6rgdao competente pela regulamentagdo de produtos
fitossanitarios € a Agencia de Protecdo Ambiental (EPA - Environmental Protection
Agency). Sua missdo é regulamentar e implementar leis ambientais com o intuito de
proteger a satide humana e o meio ambiente.

O registro de pesticidas pela EPA acontece sob duas leis principais. Uma
delas ¢ o Ato Federal Inseticida, Fungicida e Raticida (FIFRA - Federal Insecticide,
Fungicide, and Rodenticide Act), originalmente promulgada em 1947. A lei
promove regulamentagdes federais quanto a distribui¢do, venda e uso de pesticidas.
Todos devem ser licenciados pela EPA, garantindo ndo causar efeitos adversos
ao ambiente. A FIFRA define esses efeitos adversos como: “(1) nenhum risco
despropositado para o homem ou o ambiente, considerando os custos e beneficios
econdmico, social ¢ ambiental do uso de qualquer pesticida, ou (2) risco a dicta
humana devido a residuos resultantes do uso do pesticida que seja inconsistente sob
a se¢do 408 do Ato Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos (Federal
Food, Drug, and Cosmetic Act — FFDC)”.

O Ato Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos (FFDC - Federal
Food, Drug, and Cosmetic Act), ¢ a segunda lei maior que rege o registro de
produtos fitossanitarios. Ela autoriza que a EPA estabeleca limites maximos de
residuos de pesticidas nos alimentos. O alimento deve ser considerado “seguro”,
sendo este definido como “certeza razoavel de que nenhum mal vai resultar da
exposi¢ao agregada ao residuo do pesticida”. Neste caso, a toxicidade dos produtos,
exposi¢ao agregada aos alimentos e de outras fontes de exposi¢do, e eventuais
riscos que representam para a lactentes e criangas sao considerados.

Além das leis supracitadas, foi estabelecido o Ato de Prote¢do da Qualidade
dos Alimentos (Food Quality Protection Act — FQPA), uma emenda tanto a FIFRA
quanto a FFDC. A lei exige da Agéncia um padrdo de seguranga dos pesticidas
utilizados em alimentos baseado na garantia da saude humana: (1) procedendo a
uma verificagdo de seguranga ao estabelecer os niveis de tolerancia; (2) usando este
novo padrdo de seguranga para reavaliar , ao longo de um periodo de 10 anos , todas
as tolerancias de pesticidas que estavam em vigor quando o FQPA foi assinado;
(3) considerando a suscetibilidade especial das criangas aos pesticidas utilizando,
um fator adicional de seguranga de dez vezes; (4) considerando o risco agregado
da exposigdo de varias fontes ( alimentos, agua , fontes residenciais ¢ outros ndo
ocupacional ) a um pesticida; e (5) considerar a exposi¢cdo cumulativa aos pesticidas
que tém mecanismos comuns de toxicidade.

A FIFRA prevé diferentes tipos de registros para pesticidas: Lincenca para
uso experimental, que permite fabricantes de pesticidas ¢ biopesticidas testarem
os mesmos, ainda em desenvolvimento, em campo; Dispensa de emergéncia, que
possibilita que as agéncias estaduais ¢ federais concedam o uso de um pesticida
ndo registrado em uma area geografica especifica durante um tempo limitado, se
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existirem condigdes de pragas de emergéncia. Além disto as isengdes podem ser
aprovadas por razdes de satde e quarentena publicas; Registro especifico por
Estado, onde os Estados podem registrar um novo pesticida para qualquer uso,
ou um produto registado sob as leis federais para um uso adicional , desde que
seja demosntrada “ necessidade local especial” e a tolerancia, a isen¢do de uma
tolerancia ou outra autorizagdo ao abrigo da lei regulamentadora, ¢ o Registro, que
objetica o registro de pesticidas para uso nos Estados Unidos. Sendo que, alguns
pesticidas sdo registrados com uso mais limitado em certos estados. Isto devido
ao fato de que que, estados , tribos e territdrios pode colocar mais restrigdes sobre
os pesticidas utilizados ou vendidos dentro de suas proprias jurisdigdes. Neste
momento, apenas o Registro convencional serd abordado.

Antes de montar ou alterar um pedido de registo, o requerente deve primeiro
considerar o agendamento de uma reunido de pré-submissdo com representantes da
EPA. A reunido fornece uma oportunidade para discutir ¢ confirmar os requisitos
necessarios para a realizagdo do processo que, para prosseguir, deve seguir as
exigéncias regulamentadas em lei.

Perante a lei, é considerado um pesticida “qualquer substancia, ou mistura
de substancias, pretendidos a prevenir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga, ou
pretendido para ser usado como regulador de planta, defoliante ou dessecante” ([40
CFR ] § 152.3). Os biopesticidas, definidos pela EPA como “certos tipos de pesticidas
derivados de materiais naturais como animais, plantas, bactérias e alguns minerais”, estdo
divididos em tré€s grupos principais sob a FIFRA: Pesticidas bioquimicos, pesticidas
microbianos e protetores incorporados a plantas (PIPs) ([40 CFR ] § 158.2000). Essa
divisdo se da em fungdo da composicdo ¢ finalidade dos produtos.

Por considerar os biopesticidas representantes de pouco ou nenhum risco a
saude humana ou ao ambiente, a EPA tem incentivado o desenvolvimento € uso dos
mesmos no lugar de pesticidas quimicos convencionais. Tal incentivo ¢ dado com
medidas que facilitam o processo de registro dos mesmos. Para pesticidas quimicos
convencionais, 0 processo leva mais de trés anos, enquanto para biopesticidas o
registro ¢ feito, na maioria dos casos, em menos de um ano.

Os requisitos para o registro de biopesticidas sdo basicamente os mesmos,
independente do grupo ao qual pertence (bioquimico, microbiano ou protetores
incorporados a plantas). Analises como composi¢do fisico-quimica, limite de
residuos, performance do produto e toxicidade a humanos, animais e ao ambiente
sd0 solicitadas em todos os casos. Sendo que, para esta tltima ¢ adotado o sistema
de fases. Nele, os requisitos de dados necessarios para o registro sdo organizados em
um sistema de testes com estudos adicionais especificados a niveis mais elevados.
Ou seja, testes mais especificos s6 sao requeridos se tais se justificarem por efeitos
adversos observados nos estudos de nivel inferior. Esta medida torna o registro mais
rapido e menos oneroso.

Apesar de similares as informagdes exigidas para o registro dos grupos de
biopesticidas, existe uma diferenga nos processos de analise aos quais cada um ¢
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submetido. Cada um possui métodos particulares para a obtengdo dos resultado que
permitirdo ou ndo a continuidade do processo. Estas informagdes estdo dispostas no
Codigo de Regulamentagdes Federais - ([40 CFR ] § 158.).

¢ Pesticidas bioquimicos

S&o considerados pesticidas bioquimicos aquelas substancias naturais que
atuam no controle de pragas, como por exemplo semioquimicos (feromonios ¢
cairomonios de insetos), reguladores naturais de plantas e insetos, repelentes
de ocorréncia natural e enzimas. Apesar da classificagdo dentro dos critérios de
pesticidas bioquimicos ser dificil, a FIFRA os define como: (1) substancia de
ocorréncia natural ou estruturalmente similar que possua funcionalidade idéntica
a substancia de ocorréncia natural; (2) historico de exposi¢do a humanos e ao
ambiente que demonstre toxicicidade minima, ou, no caso de um sintético derivado
de pesticidas bioquimicos, seja equivalente a substancia de ocorréncia natural que
tenha o mesmo histdrico; ¢ (3) modo de agdo ndo toxico sobre a(s) praga(s) alvo.

Para registro dos bioquimicos, sdo exigidos dados sobre a analise do produto
¢ a toxicidade sobre mamiferos, onde sdo requeridas informacdes sobre a identidade
¢ a composic¢do do produto, o processo de fabricagdo e uma discussao da formagao
de impurezas, métodos analiticos de aplicacdo, analise de certificagdo dos limites
e propriedades fisicas e/ou quimicas. Além disto, é necessario comprovar que o
produto ndo possui efeitos adversos sobre organismos nao-alvo e sua performance.

¢ Pesticidas microbianos

A FIFRA define estes como “agente microbiano pretendido para prevenir,
destruir, repelir ou mitigar qualquer praga, ou pretendido para o uso como regulador
de plantas, defoliante, ou dessecante que: (1) ¢ um microrganismo eucarioitico; (2)
¢ um microrganismo procariotico; ou (3) um elemento microcdpico de replicagdo
parasitica, como os virus”.

No caso dos biopesticidas microbioldgicos, o registro ocorre de maneira
parecida ao registro dos bioquimicos, existindo a necessidade de se comprovar
a eficiéncia do produto ¢ scus efeitos sobre a saude humana e o ambiente. O
isolado utilizado para a é considerado o ingrediente ativo ¢ deve ser registrado
independentemente de qualquer ingrediente ativo microbiano similarmente
designado ja registrado. Com isto, informac¢des mais precisas sobre a identidade
do agente microbiano sdo requeridas. Para bactérias pode incluir informacao de
homologia de DNA genético, morfologia, os testes bioquimicos e a sensibilidade a
antibidtico. As informagdes para outros tipos de microrganismos, tais como fungos,
virus e protozoarios sdo geralmente menos extensa, ¢ pode, portanto, envolver
outras metodologias de identificagdo, como sorotipagem, homologia de DNA,
mapeamento restrito ou analise de isoenzimas, quando disponivel.

Quando o micrcorganismo ativo ¢ geneticamente modificado, ele esta sujeito
a informagdes adicionais dependentes da particularidade do agente microbiano, do
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proposito do uso do pesticida e da maneira como o organismo foi geneticamente
modificado, o que exige informagdes sobre as técnicas de engenharia genética
utilizadas, identidade do segmento de gene inserido ou eliminado (sequéncia de
base de dados ou mapa da enzima de restri¢do do gene), informagéo sobre a regido
controle da expressdo do gene em questdo, uma descrigdo das novas caracteristicas
ou caracteristicas que se pretende expressar.

* Protetores incorporados a plantas (PIPs)

“Protetor incorporado a plantas ¢ substancias pesticida que que se destina a ser
produzida e utilizado em uma planta viva , ou no produto da mesma, ¢ o material
genético necessario para a produgdo de uma substancia pesticida”- [40 CFR | § 174

O registro dos PIPs segue 0 mesmo padrdo dos biospesticidas microbioldgicos,
isto porque os protetores registados até o momento foram desenvolvidos a partir
de genes encontrados em microrganismos, como o caso de produtos incorporados
com genes de Bacillus thuringiensis (Bt). Os requisitos de dados exatos para cada
um dos produtos foram desenvolvidos com base em caso a caso, mas os requisitos
gerais seguem a regra do registro para os outros biopesticidas: caracterizacdo do
produto, toxicidade em mamiferos, potencial de alérgenos, efeitos sobre organismos
ndo-alvo e destino ambiental. As especificagdes para cada caso sdo encontradas no
Codigo de Regulamentagdes Federais - [40 CFR | § 174.

Todos os testes exigidos para se registrar um produto pela EPA sob a jurisdicao
da FIFRA devem ser realizados de acordo com as normas de Boas Praticas Laboratoriais
([40 CFR ] § 160). Nela sdo descritas as técnicas para conducdo de estudos que apoiam
os pedidos de investigagdo para produtos pesticidas regulados pela Agéncia.

Até o momento, entre os produtos de biocontrole registrados nos Estados
Unidos pela EPA, destaca-se aqueles que tem espécies do género Bacillus como
agente antagonista, seguido por espécies do género Pseudomonas. Apesar de
apresentar um grande potencial como agente de biocontrole, espécies do género
Trichoderma sdo base de apenas 7% dos produtos registrados.

Uniao Europeia

Ainda em vigéncia, o Regulamento (CE) n.° 1107/2009 do Parlamento
Europeu e do Conselho da Unido Europeia, de 21 de outubro de 2009, estabelece
as regras aplicaveis a autorizagdo dos produtos fitofarmacos sob a forma comercial,
bem como a sua coloca¢do no mercado, utilizacdo e controle na Comunidade,
objetivando o alto nivel de protegdo da saude humana ¢ animal ¢ do ambiente, sem
deixar de lado a competitividade agricola. No ambito da aplicag@o, fitofarmacos
designa-se, dentre outras coisas, produtos, na forma em que sdo fornecidos ao
agricultor, que contém ou sdo constituidos por substancias ativas ¢ se destinam a
proteger os vegetais ou os produtos vegetais contra organismos nocivos ou prevenir
a acdo desses organismos.
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O ato legislativo eliminou varios obstaculos ao comércio de produtos
fitofarmacos, simplificando e estabelecendo regras harmonizadas, juridicamente
vinculadas e aplicadas em todos os Estados-Membros, para a aprovagdo de
substancias ativas (substancias, incluindo microrganismos, com agdo geral ou
especifica contra organismos nocivos ou sobre os vegetais, parte de vegetais ou
produtos vegetais) e colocacdo no mercado, assegurando a coeréncia em todos
os Estados-Membros. Além disso, o regulamento teve como grande evolugdo, o
incentivo a colocagdo no mercado de produtos fitofarmacos naturais de baixo risco
como alternativa aos pesticidas quimicos, tornando mais facil e rapida a aprovagao
(Regulamento n° 1107/2009 da Comissdo Europeia).

Juntamente com o Regulamento (CE) n.° 1107/2009, foi aprovada a Diretiva
2009/128/CE, que estabeleceu agdes para utilizagdo sustentavel dos pesticidas,
promovendo o manejo integrado e abordagens das técnicas alternativas ndo
quimicas. Métodos ndo quimicos podem ser entendidos como técnicas agrondmicas
ou métodos fisicos, mecanicos ou bioldgicos de controle de pragas, visando o
cultivo sustentavel com a menor perturbagdo possivel dos ecossistemas agricolas
incentivando os mecanismos naturais de controle fitossanitario. Desde Janeiro de
2014, a Unido Europeia (UE) obriga a implementacdo do manejo integrado de
pragas (MIP) a todos os profissionais que utilizam pesticidas, sendo apoiados pelos
Estados-Membros com servi¢os de consultoria e ferramentas de monitoramento de
pragas (Matyjaszczyk, 2015; Diretiva 2009/128/CE da Comissdo Europeia). Nesse
contexto, produtos fitofarmacos a base de agentes biologicos desempenham um
papel importante, por serem eficazes, geralmente com diferentes modos de ag@o,
seguros e com intervalo de reentrada baixo, apds aplicacdo (Villaverde et al., 2014).

Os requisitos em matéria de dados aplicaveis as substancias ativas compostas
por microrganismos, inclusive virus, sdo estabelecidos na parte B do anexo do
Regulamento (UE) n.° 283/2013 da CE, de 1 de marco de 2013, em conformidade
com o Regulamento (CE) n.° 1107/2009. Todos os dados disponiveis e informagdes
publicadas dos microrganismos, que sdo objeto de pedido, devem ser fornecidos,
como identificagdo (nome ¢ descrigdo da espécie) e caracterizagdo (morfologia,
bioquimica, sorologia e identificagdo molecular) devendo o microrganismo ser
depositado numa colegdo de cultura reconhecida internacionalmente. A composigdo
do produto formulado devera ser especificada: concentragdo do microrganismo
(minimo ¢ maximo); identificac¢do e teor de impurezas, aditivos ¢ microrganismos
contaminantes; e caracteristicas analiticas dos lotes. Propriedades biologicas do
microrganismo também devem ser informadas: origem e sua utilizagdo, ocorréncia
natural e distribuicdo geografica; informagdes sobre o organismo ou organismos
visados (modo de acdo); grau de especificidade do hospedeiro ¢ efeitos em espécies
diferentes do organismo prejudicial visado; fase de desenvolvimento/ciclo de vida
do microrganismo; infectividade e capacidade de dispersdo ¢ colonizagdo; relagdes
com agentes patogénicos conhecidos dos vegetais, dos animais ou do homem;
estabilidade genética e fatores que a afetam; informagdes sobre a produgdo de
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metabolitos (especialmente toxinas), antibidticos e outros agentes antimicrobianos;
além de informagdes adicionais (descrever a utilizagdo, a dose ¢ 0 modo de uso,
e especificar o método e precaugdes normais a seguir), métodos de analise, efeito
na saude humana, residuo, destino e comportamento no ambiente, efeito em
organismos ndo visados, resumo e avaliagdo do impacto ambiental.

No que se refere aos requisitos em matéria de dados aplicaveis aos produtos
fitofarmacos, o Regulamento (UE) n°. 284/2013 da CE, de 1 de margo de 2013, em
conformidade com o Regulamento (CE) n.° 1107/2009, na parte B do anexo, aborda
as preparagdes de microrganismos incluindo virus. De acordo com Matyjaszczyk
(2015), mesmo com a harmonizagdo das regras de colocagdo de produtos
fitofarmacos no mercado, dependendo do Estado-Membro, elas podem variar
significativamente, dificultando o registro ¢ a comercializagdo. No entanto, varios
Estados-Membros anunciaram planos de incentivo ao controle bioldgico como, por
exemplo: Bélgica (NAPAN, 2013); Alemanha (NAP, 2013); Portugal (PANUSPF,
2013) e Reino Unido (UK NAP, 2013) gerando perspectiva de crescimento no
mercado de controle bioldgico e maior investimento, por parte das empresas de
agroquimicos, nessa tecnologia verde (Le Mire et al., 2016).

Toda substancia ativa, microbiana ou ndo, para compor um produto
fitofarmaco na UE, deve ser aprovada pela Comissdo Europeia (CE). Para isso,
deve-se apresentar beneficio no que se refere a producdo vegetal sem qualquer
efeito nocivo a saude humana ou animal, nem efeito inaceitavel no ambiente. Uma
substancia ativa ndo sera considerada de baixo risco se ¢ ou vai ser classificada
pelo menos numa das seguintes categorias: cancerigena; mutagénica; toxica para a
reproducdo; quimicos sensibilizantes; muito toxica ou toxica; explosiva e corrosiva.
Também nao sera considerada de baixo risco se: for persistente (meia-vida no solo
superior a 60 dias); for considerada um desregulador endodcrino, ou se tiver efeitos
neurotoxicos ou imunotoxicos (Regulamento n.® 1107/2009 da Comissdo Europeia).

Ha poucas diferengas nas exigéncias da UE para aprovagdo de produtos
fitofarmacos a base de agentes bioldgicos em comparagdo as substancias quimicas.
Por exemplo, devido ao fato de produtos microbianos poderem utilizar a literatura,
ndo precisando realizar alguns testes, o custo de registro ¢ reduzido. Ainda assim,
estima-se que os custos totais podem se aproximar a um milhdo de euros, sem contar
com o custo de desenvolvimento do produto. Portanto, mesmo com os avangos
da atual legislagdo, no tocante aos incentivos aos produtos microbianos, o custo
e formalidades para a colocagdo no mercado ainda criam barreiras e impedem o
registro de valiosos produtos fitofarmacos de baixo risco (Matyjaszczyk, 2015).

A partir da data de admissibilidade do pedido, a publica¢ao de um regulamento
que aprova uma nova substancia ativa pode levar de 2,5 a 3,5 anos. No entanto,
esse tempo varia muito, conforme qudo complexo e completo o processo esta
(Comissdo Europeia). Assim que a substancia ¢ aprovada pela CE, o controle do
uso ¢ da colocag@o no mercado de produtos fitofarmacos ¢ decidido pelos Estados-
Membros. A fim de facilitar o registro, ha uma cooperacgdo na avaliagdo dos produtos
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fitofarmacos entre os paises de zonas climaticamente semelhantes (“ecozonas”) da
UE (Norte, Central ¢ do Sul) (Chandler et al., 2011). Para produtos que contém
microrganismo e sua utilizacdo serd como fitofarmaco, ele devera ser registrado
para tal. Produtos fitofarmacos de baixo risco, o Estado-Membro decide se aprova
o pedido de autorizagdo no prazo de 120 dias, concedendo o registro por um prazo
maximo de quinze anos (Regulamento n.° 1107/2009 da Comissdo Europeia).

Para alguns agentes de controle bioldgico, a aprovacdo pode ser mais dificil,
seja por algumas regras ainda mantidas para substancias ativas de baixo risco,
ou diferengas intrinsecas as diferentes substancias ativas dos produtos (natural,
organismo vivo ou convencional) dificultando o estabelecimento de critérios de
risco. Reflexo de um sistema regulatorio originalmente desenvolvido para pesticidas
quimicos, que ainda dificulta e onera a industria de biopesticidas (Villaverde et al.,
2014; Chandler et al., 2011). A principal dificuldade de registro de biopesticidas
na UE ¢ a exigéncia de meia vida no solo inferior a 60 dias, isso causa problemas
para alguns agentes de controle bioldgico, tais como antagonistas da rizosfera. Por
exemplo, espécies de fungos Trichoderma, utilizadas como biopesticidas contra
fungos fitopatogénicos do solo (Chandler et al., 2011).

O controle bioldgico, no contexto do aumento populacional e conscientizagdo
ambiental, oferece uma ferramenta muito importante na produgdo sustentavel,
podendo ser amplamente utilizada com sucesso, numa base comercial (Le Mire
et al., 2016). No entanto, na legislacdo Europeia, além de cair nas mesmas regras
dos produtos fitofarmacos quimicos, procedimentos longos e onerosos dificultam
a aprovagdo e o registro, que deixam os fabricantes relutantes nessa alternativa
(Villaverde et al., 2014). Portanto, novas atualizagdes na legislag@o, voltadas aos
produtos microbianos, sdo determinantes para o desenvolvimento e colocagido no
mercado de novos produtos, favorecendo o setor e o agricultor na implementacdo
do manejo integrado.

Comparativo entre as legislacoes aqui abordadas e a legislacao brasileira
O uso de produtos bioldgicos vem crescendo ao longo dos anos com o objetivo
de reduzir o uso de agroquimicos e auxiliar no combate a doengas e pragas. No

Quadro 1 sdo apresentadas as diferengas entre o registro de biopesticidas entre a
Colombia, Estados Unidos, Unido Europeia e Brasil.
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QUADRO 1. Comparativo entre o registro de produtos microbianos de controle bioldgico na
Colombia, Estados Unidos, Unido Europeia e Brasil

Parametros
Analisad

Paises

Colombi

Estados Unidos

Unido Europeia

Brasil

Numero de
produtos
registrados para
controle
biologico

90

1401

Ttalia (69)
Franga (34)
Croacia (34)
Holanda (32)
Dinamarca (28)
Espanha (25)
Reino Unido (22)
Suécia (22)
Grécia (19)
Alemanha (14)
Bélgica (13)
Chipre (13)
Hungria (12)
Eslovaquia (12)
Austria (11)
Portugal (9)
Polonia (8)
Luxemburgo (7)
Eslovénia (6)
Bulgaria (6)
Finlandia (6)
Irlanda (6)
Roménia (5)

Republica Checa (4)

Estonia (4)
Letonia (3)
Lituania (2)

Malta (0)
www.eppo.int/PP
PRODUCTS/infor
mation/informatio

n_ppp

124

Tempo médio
para registro

375 dias

210-570 dias

2,5-4,5 anos

>365 dias

Orgﬁo S
regulamentadore
s

Instituto
Colombiano
Agropecuario
(ICA)
WWww.ica.gov.com

Agencia de
Prote¢do Ambiental
(EPA)

WWW.epa.gov

Comissdo
Europeia e
Ministério da
Agricultura de
cada Estado-

Ministério da
Agricultura
(MAPA)
www.agricultura.go
v.br

Membro Agéncia Nacional
www.ec.europa.e  de Vigilancia
u/food/plant/pesti  Sanitaria (ANVISA)
cides/index Www.anvisa.gov.br
en.htm Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente
(IBAMA)
www.ibama.gov.br
Custo médiode ~ US$ 761,00 USS$ 33,800 — USS$ 1,110.000,00  USS$ 100,00 —
registro de 64,000 —1,200.000,00 123.680,00
produto
biologico
Principais Trichoderma (20%)  Bacillus (63%) Bacillus (37%) Bacillus (46%)
géneros de Glomus (11%) Pseudomonas (9%)  Trichoderma Metarhizium (13%)
agentes de Bacillus (9%) Trichoderma (7%) (12%) Trichoderma (11%)
controle Azotobacter (9%) Beauveria (6%) Beauveria (9%)
Pseudomonas
(5%)
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INTRODUCTION

The global human population is expected to increase in number and affluence
by the middle of this century (Godfray et al. 2010), with estimates of the world’s
population in 2050 ranging between 8 and 10 billion. Feeding the human population
in the future will place unprecedented and changing demands on agriculture and our
natural resources. Recent estimates indicate agricultural production must roughly
double to meet projected demands for food (Foley et al. 2011). We will need to
increase food production while at the same time decreasing the negative impacts
of agriculture on land, water, biodiversity, and climate (Foley et al. 2011). This
will require sustainable intensification in food production. One aspect of this is the
development of sustainable control measures for plant diseases that cause severe
economic losses on agricultural crops. Here we discuss our work on development
of sustainable disease control measures for soil-borne pathogens of 1) cucumber and
other vegetables grown in the United States, and 2) oilseed rape grown in China.
We are focusing our efforts on developing sustainable, biologically based control
measures for Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, and Sclerotinia sclerotiorum;
important pathogens on these crops.

'Sustainable Agricultural Systems Laboratory, USDA-ARS, Beltsville Agricultural Research Center,
Beltsville, MD 20705-2350, E-mail: Dan.Roberts@ARS.USDA.GOV and ?Key Laboratory of
Biology and Genetic Improvement of Oil Crops, Ministry of Agriculture, Oil Crops Research Institute,
Chinese Academy of Agricultural Sciences, Wuhan, 430062, People’s Republic of China.
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Development of additional sustainable disease control technologies is needed

Fumigant and non-fumigant pesticides are the primary methods for disease
control of soil-borne pathogens in the United States and elsewhere. However,
there are concerns regarding the future availability, the effectiveness, and the
impact of these pesticides on the environment. Fumigants that have demonstrated
some technical and economic feasibility for soil-borne plant pathogens include
1,3-dichloropropene (DCP) + chloropicrin (Pic), DCP + Pic followed by dimethyl
disulfide, and dimethyl disulfide applied alone. In regions where DCP use is
prohibited due to karst topographical features, metam sodium can be recommended
(Rosskopf et al. 2005; Zasada et al. 2010). Increased public awareness regarding
the hazards associated with the use of fumigants has resulted in a more stringent
regulatory environment. This has led to a situation where there is no guarantee
that registered chemical compounds currently in use or nonregistered compounds
in development will be available for commercial growers in the not-so-distant
future (Noling 2002; Ruzo 2006; Sande et al. 2011). In addition to this concern 1)
the above compounds are not registered for use in all relevant states in the United
States, 2) their efficacy can decline after repeated applications, and 3) some are
effective only under certain conditions. For example, in Maryland and Delaware
DCP, Pic, and metam sodium use is hindered by environmental conditions, high
water tables, and water-logged soils.

Soil application of non-fumigant pesticides is problematic due to inconsistency
of control and the large quantities of pesticide required (Clarkson & Whipps 2002).
In many cases these non-fumigant pesticides also do not provide broad spectrum
control of soil-borne plant pathogens. For example, anastomosis groups of R.
solani vary in sensitivity to fungicides and no single fungicide is effective against
all R. solani anastomosis groups (Csinos & Stephenson 1999; Martin et al. 1984;
Virgen-Vargas 2000). Additionally, recent reports indicate that R. solani is rapidly
developing resistance to pesticides (Bennett 2012; FRAC 2012). Diminished
pesticide effectiveness has been reported due to resistance in S. sclerotiorum and in
populations of oomycetes as well (Brantner & Windels 1998; Fernando et al. 2007;
Lamour & Hausbeck 2001; Parra & Ristaino 2001; Yin et al. 2010).

Other more sustainable, conventional control tactics for P ultimum, R. solani,
and S. sclerotiorum are also problematic. Crop rotation can be ineffective due to
the wide host range of P. ultimum and S. sclerotiorum, and the long persistence
of pathogen resting structures in soil (Nelson 1988). Use of resistant varieties
is a powerful tool for management of soil-borne diseases. However, screening
germplasm for resistance to Pythium is in its infancy (Louws et al. 2010) and
identification and selection of highly effective physiological resistance to S.
sclerotiorum has proven to be challenging. As a consequence, commercial
cultivars that show high levels of resistance to S. sclerotiorum are relatively
uncommon. There are few resistant varieties with moderate resistance to
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Rhizoctonia. Alternative technologies need to be developed for control of these
and other soil-borne plant pathogens.

Biologically based technologies as plant disease control alternatives

Biologically based technologies, such as microbial biological control agents
(BCAs) and cover crops, are thought to provide safe and environmentally friendly
alternatives to the use of pesticides for control of soil-borne plant pathogens.
Unfortunately, inconsistent performance in different soils has hampered their
commercial development and grower use (Fravel 2005; Glare et al. 2012; Roberts &
Kobayashi 2011). Inconsistent performance by BCAs has been attributed to biotic
and abiotic factors in soil that impact colonization, persistence, and expression of
genes involved in biological control by BCAs (Roberts & Kobayashi 2011). Biotic
factors that can vary in different soils include interactions with non-target organisms
in the indigenous microbial community, lack of activity against non-target plant
pathogens that cause disease on the crop, initial population densities and genetic
diversity of the target pathogens, and varying rhizosphere or soil colonization
by the BCA. Host plant species and cultivar also may impact performance of
BCAs (Compant et al. 2005). Abiotic factors that vary in different soils include
the chemical composition of the soil or rhizosphere, osmotic conditions, and soil
moisture (Roberts & Kobayashi 2011). Soil factors (e.g., pH, metal ions) have been
shown to influence secondary metabolite production (Haas & Défago 2005) and
disease suppression by BCAs (Duffy & Défago 1997; 1999; Duffy et al. 1997; Haas
& Défago 2005). Bacteria and fungi in soil affect the decomposition of cover crops
and other organic amendments (McSorley 2011). Variation in the soil microbial
community will lead to variation in their decomposition and release of inhibitory
compounds.

A number of researchers have indicated that BCAs and cover crops need to be
implemented as components of disease management strategies, not as standalone
tactics for suppression of plant disease (Lemanceau & Alabouvette 1991; Pierson
& Weller 1994; Raupach & Kloepper 1998). This is to overcome inconsistencies
in performance resulting from variations in the soil environment (Jacobsen et al.
2004; Roberts & Kobayashi 2011). It is thought that a combination of tactics with
different mechanisms for disease control is more likely to control more pathogens
over a variety of soils (Roberts & Kobayashi 2011).

Combining biologically based technologies for cntrol of soil borne pathogens
of cucumber

One of our long-term goals is to develop biologically based measures,

combined in multi-tactic disease controls strategies, for P. ultimum, R. solani, and
S. sclerotiorum on cucumber and other cucurbits. Although a number of BCAs
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have been reported to be effective against these soil-borne plant pathogens, and
commercial products are available (de Vrije et al. 2001; Martin & Loper 1999;
Fravel 2005), the development of additional biologically based technologies that
can be applied in combination with existing control tactics should improve disease
control performance.

Isolates of Serratia marcescens for control of P ultimum damping off of
cucumber

We initially targeted seed treatment with BCAs for control of P. ultimum. A
number of bacterial and fungal strains were found that effectively controlled this
pathogen on cucumber; with isolates of S. marcescens being the most effective
(Roberts et al. 2005; 2007). S. marcescens is ubiquitous in the environment and
a number of isolates of this organism have been shown to have potential as BCAs
(Grimont & Grimont 1992; Kobayashi & El-Barrad 1996; Press et al. 1997; Someya
et al. 2000). Unfortunately, it is unlikely that live isolates of S. marcescens will
be granted registration for agricultural use by the U.S. Environmental Protection
Agency as certain isolates are considered opportunistic human pathogens (Roberts
et al. 2007).

A second concern regarding the use of isolates of S. marcescens, as well
as other BCAs, in multi-tactic biologically based disease control strategies is the
potential of these isolates to inhibit a co-applied BCA. Several researchers have
indicated that components of multitactic, biologically based controls must be
compatible for increased disease suppression to occur (Baker 1990; Janisiewicz
1996; Janisiewicz & Bors 1995; Raupach & Kloepper 1998; Roberts et al. 2016)
and combining BCAs has resulted in decreased performance in some cases (Xu
et al. 2011). Incompatibility among these components is possible because BCAs,
cover crops, etc. are typically selected based on their general antagonistic activity
toward microbes.

For example, isolates of Serratia produce a number of inhibitory metabolites
including pyrrolnitrin, oocydin A, carbapenem, prodigiosin, and serrawettin as well
as chitinase and other cell-wall- and cell membrane-degrading enzymes (Asano et
al. 1999; Kamensky et al. 2003; Lindum et al. 1998; McGowan et al. 1999; Strobel
et al. 1999). At least one of these compounds, prodigiosin, has been reported to
have broad-spectrum antibiotic activity, including anti-fungal, anti-bacterial, anti-
protozoal, and anti-insectal activity (Someya et al. 2001; Tsuji et al. 1992; Williams
& Quadri 1980). We performed cucumber rhizosphere colonization/ persistence
experiments where live isolates of S. marcescens were co-applied with Trichoderma
isolates to determine the compatibility of these S. marcescens and Trichoderma
isolates. It was found that isolates of S. marcescens were inhibitory to certain
Trichoderma isolates in some instances (Roberts et al. 2005). The Trichoderma
isolates were below detectable thresholds after three weeks when co-applied with S.
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marcescens but maintained at consistent levels when applied with the water control.
The co-location of live S. marcescens cells with co-applied BCAs in the rhizosphere
may have led to inhibition of the BCA due to production of broad-spectrum
inhibitory metabolites. It is also possible that competition for resources, such as
reduced carbon root exudates, led to this inhibition of the co-applied Trichoderma
BCA.

Cell-free extracts of S. marcescens for control of P. ultimum damping off of
cucumber

Our strategy to harness the biotechnological potential of S. marcescens is
to use cell-free extracts of this bacterium as a cucumber seed treatment (Roberts
et al. 2007). As discussed above, isolates of S. marcescens produce a number of
metabolites, some of which inhibit a broad spectrum of microbes. These metabolites
can potentially be coated onto cucumber seeds for disease control. Certain crops,
such as cucumber, have a very short window of vulnerability to P ultimum
damping-off; after which time they become less susceptible to this disease (Hadar
et al. 1983; Roberts et al. 1997). The rapid germination of sporangia of P. ultimum
and subsequent seed colonization (Fukui et al. 1994; Nelson 1988; Windstam &
Nelson 2008), coupled with this short window of vulnerability, limit the infection
court in space and time. This makes it potentially possible to inundate the infection
court with the cell-free extract of S. marcescens at seed treatment. This strategy
would 1) minimize risk to human health associated with S. marcescens as live cells
of this organism are not used and 2) minimize co-location of inhibitory metabolites
produced by S. marcescens with a co-applied BCA.

To test this strategy cell-free extracts of S. marcescens in sterile distilled
water, ethanol, ethyl acetate, acetone, and methanol were used as seed treatments
for control of damping-off of cucumber caused by P. ultimum in growth chamber
pot assays performed in commercial potting mix (Roberts et al. 2007). Extracts of S.
marcescens in ethanol and acetone provided superior disease control while extracts
in sterile distilled water, ethyl acetate, and methanol were not nearly as effective.
It was decided to pursue work with the extracts in ethanol as this application of
ethanol is approved by the Organic Materials Review Institute for use in organic
crop production (www.omri.org/omri-lists). This potentially allows development of
a disease control strategy incorporating ethanol extracts of S. marcescens for use in
both conventional and organic production of cucumber and other cucurbits.

A second set of experiments was conducted to determine the commercial
potential of this application of ethanol extracts of S. marcescens (Roberts et al.
2014). For this we: 1) compared disease control by these extracts with that of the
commercial seed treatment pesticide Thiram, and 2) determined the shelf-life of
these extracts. In growth chamber pot assays, conducted with commercial potting
mix, control of damping-off of cucumber caused by P. ultimum by ethanol extracts
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of S. marcescens was equivalent to that provided by seed treatment application of
Thiram. We also demonstrated that cucumber seed treated with these extracts had a
shelf-life of at least 14 weeks; a trait important in commercialization of biologically
based technologies (Schisler et al. 2004; Leggett et al. 2011). Treated cucumber
seed incubated in the dark at 4 “C for 14 weeks had an associated plant stand that
was similar to that associated with the healthy check (Roberts et al. 2014).

We are currently determining the consistency of control of damping-off on
cucumber with ethanol extracts of S. marcescens in natural soils that differ in texture,
pH, organic matter, etc. (Roberts et al. 2016; Roberts et al. unpublished). In initial
experiments it was found that seed treatment with these extracts provided effective
control of cucumber damping-off caused by P. ultimum that was equivalent to seed
treatment with Thiram in a sandy loam soil. However, seed treatment with these
extracts did not consistently provide effective disease control in all soils tested.
Seed treatments with this ethanol extract were not effective in a loam soil (Roberts
et al. 2016).

In other experiments we tested the compatibility of seed treatment with ethanol
extracts from S. marcescens with other BCAs (Roberts et al. 2016). Unlike live
cells of S. marcescens the ethanol extract of S. marcescens was never incompatible
with two Trichoderma BCA isolates. These extracts did not affect in vitro or in
situ colonization of cucumber by these BCAs. Additionally, control of damping-
off of cucumber was never diminished when these BCAs, applied in furrow, were
combined with seed treatment application of ethanol extracts of S. marcescens.
Therefore, removal of live cells of S. marcescens, which can effectively colonize
cucumber rhizosphere (Roberts et al. 2007), may have improved compatibility by
localizing inhibitory molecules produced by this bacterium on the seed coat. We
currently are determining if combining the ethanol extract with the Trichoderma
BCAs, or with cover crops shown to control damping-off of cucumber caused by P,
ultimum, provides more consistent control of this pathogen over multiple soils that
differ in biotic and abiotic properties (Roberts et al. unpublished).

Biologically based technologies for control of R. solani and S. sclerotiorum on
cucumber

Initial work developing biologically based technologies for control of R.
solani on cucumber has not progressed rapidly. Although studies with 7. virens
isolates showed promise for control of this disease (Roberts et al. 2005) consistent
control with BCAs has proven clusive. We are currently looking at control of
R. solani through reduction of initial inoculum with mycoparasites along with a
similar approach for control of S. sclerotiorum. The use of mycoparasites to kill or
weaken sclerotia to reduce initial inoculum is an often used strategy for control of
Sclerotinia spp. (Adams 1990; Clarkson & Whipps 2002; Zhou & Boland 1998)
and a commercial product based on Coniothyrium minitans based on this approach
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is available (Contans®). In future experiments we will look at combining the
biologically based control tactics developed for control of P ultimum with those
developed for R. solani and S. sclerotiorum, including commercially available BCA
products, in a multi-tactic disease control strategy for all three pathogens.

Combining biologically based technologies for control of S. sclerotiorum on
oilseed rape

A second long-term goal is to develop biologically based measures, combined
in multi-tactic disease control strategies, for S. sclerotiorum on oilseed rape. S.
sclerotiorum overwinters as sclerotia in soil which, upon germination, produce
apothecia or directly produce mycelia. Ascospores released from apothecia are the
primary inoculum for most diseases of S. sclerotiorum and require senescing or dead
tissue of the host for germination and saprophytic colonization (Abawi & Grogan
1979; Boland 2004). These ascospores generally germinate on senescing flower
petals on oilseed rape (Turkington & Morrall 1993) and infection of healthy foliar
tissues follows (Abawi & Grogan 1979; Boland 2004). Mycelia produced directly
from germinating sclerotia can also infect the plant at the soil line. The disease
cycle of S. sclerotiorum affords multiple possibilities for enhancing consistency
of biological control performance through the combination of biologically based
technologies. These possibilities include: 1) combining multiple BCAs into
individual biological control formulations targeting one portion of the pathogen
disease cycle (seed treatment, spray at flowering, application of mycoparasite to
sclerotia in the field prior to sowing oilseed rape) and 2) combining applications of
biologically based technologies to target multiple portions of the disease cycle (Ji et
al. 2006; Wilson 1996; 1997).

Direct protection of oilseed rape plant parts from infection by S. sclerotiorum

We have isolated Bacillus subitlis and B. megaterium strains which provide
control of S. sclerotiorum on oilseed rape in the field (Hu et al. 2011; 2013a; 2014).
B. subtilis and related isolates are excellent candidates for commercial development
as they produce heat- and dessication-resistant endospores that allow them to be
formulated into stable products with an adequate shelf-life (Leggett et al. 2011).
For example, seed treatment formulations of our B. subtilis isolate, Tu-100, were
stable and viable for a period of six months (Hu et al. 2011). Additionally, no genes
associated with human virulence have been detected in B. subtilis (Earl et al. 2008).
Also, isolates of B. subtilis typically devote approximately 5 % of their genome to
antibiotic biosynthesis and together these isolates have the potential to produce more
than two dozen structurally diverse anti-microbial compounds (Stein 2005) some of
which have anti-fungal and anti-bacterial activity (Koumoutsi et al. 2004; Ongena
& Jacques 2007; Romero et al. 2007). Direct genetic evidence has demonstrated the
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involvement of certain of these compounds (iturins, mycosubtilin) in suppression
of plant disease (Asaka & Shoda 1996; Leclere et al. 2005) and others (fengycin
lipopeptides) have been implicated in inducing systemic plant resistance (Ongena
et al. 2005; Ongena & Jacques 2007).

Our Bacillus strains were shown to control S. sclerotiorum on oilseed rape
by directly protecting the plant from infection in field trials conducted at multiple
locations. For example, two seed treatment formulations of B. subtilis BY-2 and
of B. subtilis Tu-100, and spray applications of these two isolates at flowering,
resulted in significantly lower disease incidence than the non-treated control and a
significantly greater seed yield than this control. Control by these strains compared
favorably to that by the chemical spray treatment applied at flowering (Hu et al.
2011; 2014). Therefore, we have the tools to test combining multiple BCAs into
individual biological control formulations for improved disease control as strains
BY-2 and Tu-100 have unique attributes and both strains provide disease control
(Hu et al. 2014). Preliminary pot experiments and field trials showed increased seed
yield and decreased disease incidence with increased number of strains in individual
seed treatment preparations in four different natural soils (Hu et al. unpublished).

We also have the tools to test the strategy which combines multiple methods
of applying BCAs to directly protect the plant for improved disease control
performance as both of these strains provided disease control when applied as seed
treatments and as a spray at flowering (Hu et al. 2014). A significant decrease in
disease incidence or a significant increase in seed yield with the combined spray
and seed treatment applications of these strains was not seen when compared with
individual spray or seed treatment applications of these strains in field experiments
in three of four site-years. However, the combined applications did perform better
in one of four site-years when compared with individual applications. Continued
testing at multiple locations over several years will be required to determine if this
combination of application methods does provide more consistent disease control.

Reduction of initial inoculum for control of S. sclerotiorum on oilseed rape

Reduction of initial inoculum through inhibition of germination of sclerotia
of S. sclerotiorum should be readily combined with the second tactic of protection
of the plant through seed treatment or spray application of our Bacillus isolates.
Toward this end we are field testing mycoparasites of sclerotia of S. sclerotiorum
for control of this pathogen on oilseed rape that were shown to inhibit germination
of sclerotia of S. sclerotiorum in vitro and in the field (Hu et al. 2013b). Spray
application of one such isolate, Aspergillus Asp-4, to the soil prior to sowing rice
in a rice-oilseed rape rotation resulted in a significant reduction in incidence of
Sclerotinia stem rot on oilseed rape compared with the non-treated control in
two field trials. This application of Asp-4 also resulted in a significant reduction
in germination of sclerotia relative to the non-treated control in these field trials,
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suggesting that this reduction in sclerotial germination led to disease control (Hu
et al. unpublished). Although we have not demonstrated it yet, these different
strains (Bacillus isolates A6, BY-2, and Tu-100; Aspergillus Asp-4) and application
methods (seed treatment, spray onto plant canopy at flowering, application prior to
planting) should be compatible as they target different aspects of the cropping and
disease cycles and are separated temporally and spatially. In future work we will
determine if combinations of these strains and application methods result in more
consistent disease control over a variety of environmental conditions (soil-type,
temperature, soil moisture, etc.) than the use of individual strains or application
methods.

Integration of a mycoparasitic BCA into an oilseed crop production system for
control of S. sclerotiorum

A possible means to increase grower use of biologically based disease control
technologies is to directly integrate them into existing components of production
systems. We performed experiments demonstrating that a treatment containing
components of a rice-oilseed rape production system used in China, augmented
with the mycoparasite Trichoderma sp. Tri-1 (Tri-1), has promise for control of S.
sclerotiorum on oilseed rape. This multi-component treatment used the residual rice
straw remaining after the rice harvest as well as the oilseed rape seedcake fertilizer
used in the oilseed rape production system as a formulation for Tri-1 (Hu et al.
2015). This treatment increased oilseed rape seed yield and decreased disease
incidence relative to the nontreated and fungicide controls in fields containing
sclerotia of this pathogen.

In addition to activity by Tri-1, increases in oilseed rape seed yield associated
with this multi-component treatment was probably due, in part, to the impact
of this treatment on soil microbial activity (Hu et al. 2015). Application of the
treatment containing the non-inoculated fertilizer formulation (no Tri-1) to fields
containing residual rice straw resulted in reduced incidence of disease and increased
soil microbial activity as evidenced by increased acid phosphatase, invertase, and
urease activity in soil (Hu et al. 2015). Increased microbial activity in soil has
been associated with general suppression of soilborne plant pathogens (Weller et
al. 2002).

Combinations of biologically based technologies and reduced rates of
pesticides for more sustainable control of S. sclerotiorum on oilseed rape

Combinations of Trichoderma sp. Tri-1, formulated with oilseed rape
seedcake and straw, were tested with reduced application rates of the chemical
pesticide carbendazim for control of S. sclerotiorum on oilseed rape (Hu et al.
2016). The treatment containing the recommended rate of carbendazim provided
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the greatest reduction in disease when compared with treatments containing
individual applications of lower rates of this pesticide or the formulated Tri-
1 treatment (described above) in all field experiments. However, treatments
containing formulated Tri-1 combined with carbendazim applied at 75% the
recommended rate reduced incidence of disease to levels statistically similar to the
treatment containing carbendazim applied at the recommended rate in field where a
rice-oilseed rape rotation was used and where a soybean-oilseed rape rotation was
used. These experiments indicate that integration of a biologically based control
tactic, such as formulated Tri-1, into a disease management strategy can increase
oilseed rape production sustainability through reduction in the quantity of chemical
pesticide used.

SUMMARY

Sustainable intensification of food production is necessary if we are to feed
the world’s future population and maintain the resources required to produce this
food. Biologically based technologies for disease control, such as BCAs and cover
crops, can be integral to achieving this goal of sustainable intensification of food
production as they can be more environmentally friendly than the use of synthetic
pesticides. However, combinations of these biologically based disease control
technologies will be necessary to provide consistency of control performance
required for grower acceptance. Researchers must develop strategies for combining
these biologically based control technologies that maximize the effectiveness of
these combination treatments while minimizing antagonism amongst the individual
components of these multi -tactic disease control methods.
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SUMMARY

The objective of BIOCOMES (www.biocomes.eu) is to develop 11 new
biological control agents (BCAs) for key markets in European agriculture and
forestry. BCAs were identified through market analysis by six manufacturers of
biological control products. BCAs will primarily be for use in open field crops of
vegetables (3), of which 2 are also for use in protected crops, arable crops (3), fruit
crops (3), and three different types of forests (2). Primary targeted pests are: gypsy
moth (Lymantria dispar), pine weevil (Hylobius abietis), tomato pinworm (Tuta
absoluta), white flies, aphids of fruit tree crops and Mamestra brassicae. Primary
targeted pathogens are: damping-off diseases in forest nurseries, soilborne pathogens
of oilseed rape and cereals, brown rot (Monilinia spp.) of stone fruit, and powdery
mildew of cereals (Blumeria graminis). The economic sustainability during the
entire development process will be assessed by the responsible industrial partners.
The environmental sustainability will be quantified for each BCA by means of the
Sustainable Process Index method. The entire developmental process for each of
the 11 BCA products is guided by a consultancy partner specialized and leading in
(bio-) pesticide registration including risk assessments for European (bio-) pesticide
industries. In vitro production of entomopathogenic viruses as new innovative
technique will be developed aiming at a breakthrough in economic production.
Downstream-technology and shelf life for entomopathogenic nematodes will be
improved. BIOCOMES will communicate project results with all stakeholders

Wageningen University and Research centre — Biointeractions and Plant Health
E-mail: jurgen.kohl@wur.nl
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with special attention to European IPM networks throughout the whole project
duration. BIOCOMES combines the expertise of 10 industrial SME partners, 3
larger industrial partners and 14 research partners with 38% of the requested EU
contribution supporting SMEs. All 11 BCA solutions will be novel IPM tools and
new alternatives to replace major pesticide applications in European agriculture and
forestry.

Main objective

The project supports the policy of the European Commission to apply the
general principles of integrated pest management (Directive 2009/128/EC) by
contributing to the development of 11 new biological control agents (BCA) to the
stage close to implementation. BCAs and targeted diseases and pests have been
selected by the industrial participants after thorough evaluation of commercial
parameters including market potential. Main targeted production areas are arable
crops, field-grown vegetable crops, fruit production and forestry in all European
climatic zones. The new BCAs will partly substitute the use of major groups
of insecticides and fungicides. In particular, entomopathogenic nematodes will
substitute the use of soil insecticides. New microbial insecticides and macrobial
beneficials will replace canopy treatments with insecticides. Biological fungicides
will replace synthetic fungicides used for seed and seedling treatments. Foliage
treatments with microbial BCAs will replace synthetic fungicides and insecticides
in major fruit and arable crops. At the end of BIOCOMES, the new BCAs will
reach the stage for implementation in IPM programs, which already exist or are
under development in various national and international IPM initiatives.

Choice of new targets for biological control products

Biological control products are currently not available for the control of
a range of important pests and pathogens that cause high economic losses.
Targeted pests and diseases, suitable new BCAs and production technologies
to be developed in BIOCOMES were selected on basis of a market driven
approach. The following factors were considered by the biological control
enterprises: the market studies by the biological control enterprises for new
BCAs; the market size and amounts of chemical pesticides to be replaced,;
market segment(s) targeted by the individual biological control enterprises;
markets of existing BCAs and on-going research on BCAs; n ew trends in
biocontrol markets; and expected shifts in agricultural and forestry production and
in the importance of specific pests and diseases. BIOCOMES especially targets the
markets in open crops, including arable crops and forestry where use of BCAs is
far behind compared to protected crops. Field crops including oilseed crops are
expected to be the emerging crop segments in biopesticide markets. Considering
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the huge acreages grown with arable and open field vegetable crops and forests,
enormous markets are still not reached by BCAs offering excellent opportunities
for increasing sales of BCAs with an expected significant impact on the market
positions of the involved biocontrol SMEs and larger biocontrol industries as part
of the European Knowledge Based Bio-Economy.

Building the private-private partnership

After the biocontrol enterprises had selected BCAs and production
technologies, the needs for research were identified. The needs depended on the
stage of development already achieved, and the available technological and scientific
information. For each BCA or production technology, the research expertise
and potential of the involved industries was complemented by partners with
specific expertise, e.g. in plant pathology, fermentation technology, taxonomy
or field testing. This resulted in teams consisting of three to nine participants who
will develop together a specific new BCA or production technology. Each of the
teams is organized in a work package (WP) to allow optimum collaboration
between partners under the leadership of a WP leader, in most cases the
industrial partner. Besides such teams developing a new BCAs in a partnership of a
biocontrol enterprise with other private or public partners, BIOCOMES developed a
common infrastructure across the BCA teams with partners supporting all teams with
their expertise in field testing (Fig. 1), molecular identification, registration issues,
economics, environmental sustainability, communication and dissemination and
overall project management and administration.

Europe

FIGURE 1 - The BIOCOMES partnership: Locations for field testing of new BCAs.
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The BIOCOMES consortium consists of 6 biological control enterprises, 2
enterprises evaluating potential risks and other registration related issues as well
as the ecological sustainability of the use of the new BCAs, 5 enterprises with the
expertise und facilities to conduct various field trials and 14 research institutes or
universities. The partners from 14 different countries are: Wageningen UR, The
Netherlands; Andermatt Biocontrol, Switzerland; Biogard, Italy; E-nema, Germany;
OpenNatur, Spain; Bayer CropScience Biologics, Germany; Viridaxis, Belgium;
AgroPlantarum, Sweden; ARA Testing Facility, Italy; Volcani Centre, Israel;
COILLTE Teoranta, Ireland; University of Belgrade, Serbia; Research Institute
of Organic Agriculture (FiBL), Switzerland; GAB, Germany; HELLAFARM,
Greece; Instytut Badawczy Lesnictwa, Poland; National Institute for Agricultural
and Food Research and Technology (INIA), Spain; Institute for Food and
Agricultural Research and Technology (IRTA), Spain; Julius Kiihn-Institut,
Germany; National University of Ireland Maynooth, Ireland; pcfruit, Belgium;
SEKEM Energy, Austria; Graz University of Technology, Austria; Universidade
dos Acores, Portugal; University of Padova, Italy; Public University of Navarre,
Spain; and Zurich University of Applied Sciences, Switzerland.

The workplan

BIOCOMES expects to develop 11 new BCAs to a stage close to
implementation and to achieve major breakthroughs in two production
technologies for BCAs during the project period of 4 years. New technologies are
developed for the cost effective production of biological control agents. In
vitro production of nucleopolyhedroviruses in insect cell lines will allow large-
scale production of the entomopathogenic virus LAMNPV for gypsy moth control
in forests. Downstream processing, storage and formulation of entomopathogenic
nematodes are investigated to improve harvest technology and prolong the
shelf-life of entomopathogenic nematode products by technical and genetic
approaches. New BCAs for control of forest pests and diseases are under
development. The research focuses on gypsy moth (Lymantria dispar) control by
LAMNPV and pine weevil (Hylobius abietis) control by entomopathogenic
nematodes. The potential of three different BCAs to control several soilborne
pathogens of tree seedlings is evaluated in nurseries. Microbial antagonists are
used for seed applications. A seed treatment for oilseed rape and Brassica
vegetables based on the combined use of already selected strains of Serratia
plymuthica HRO-C48 and Paenibacillus polymyxa is being developed for the
control of soil borne diseases. A seed treatment for maize and other cereals for
control of Fusarium spp. is under development based on an already selected
strain Trichoderma harzianum. Spray applications of microbial antagonists will
target several diseases and pests. Brown rot in stone fruit is targeted by the
biocontrol agents Penicillium frequentans and Bacillus subtilis. A new BCA
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is being selected for control of powdery mildew in wheatand other small
grain cereals. Efficacy, mass production and formulation for use by end-users, and
safety, sustainability and economics will be considered. A microbial BCA product
based on the entomopathogenic fungus Isaria fumosorosea will be developed
for control of pest insects of vegetables under different environmental conditions
in greenhouse and open field. A baculovirus based BCA targets tomato leaf miner
and potato moths. New products based on parasitoids of aphids in fruit tree
crops and of Mamestra brassicae in Brassica crops will be ready for us at the
end of the project. Risks assessments guide the product development and the
ecological and economic sustainability of the new BCAs will be known at the end
of the project.

The research progress

The progress of the work in the development of new BCAs for control of
diseases and pests and the development of new production technologies for BCAs
has been reported in a first publishable summary report in 2015 (BIOCOMES,
2015).

Progress in the development of BCAs for control of diseases

Brown rot. Relevant metabolites
produced by Penicillium frequentans and
Bacillus subtilis have been characterized
and the mode of action from both biocontrol

agents has been determined. In view
of the optimization of formulation
processes, researchers have been
developing new formulations for
Penicillium frequentans application
as well as liquid and solid
formulations for Bacillus subtilis
which did show good survival results.
Two formulations of each biological
control agent have been tested under
field conditions in preliminary assays.
Further improvement of formulations
will be carried out followed by new
field trials.
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Fungal root diseases
in forestry. Several strains of
biological control agents were
tested against pathogens causing
damping-off. The strains were tested

on seedlings of Scots pine, common
beech and pedunculate oak in Poland
in greenhouse experiments. Strains
of Serratia plymuthica, Paenibacillus
polymyxa and Trichoderma harzianum
have been used. The experiments will be
repeated, because of a very large variation
in the results until now. The effect of
the potential biological control agent
Trichoderma harzianum has also been
investigated in more detail by checking for
the presence of Trichoderma harzianum
strain INAT 11 and other naturally
occurring Trichoderma strains in nursery
soil samples. Also root colonization by
strain INAT 11 was evaluated on root
samples of seedlings of common beech,
pedunculate oak, and Scots pine. After
setting up an adequate study protocol, the inoculum of INAT 11 has been assessed
in soil used in nursery trials of the tree species. Treatments with control soil and
inoculated soil have been carried out. Soil and root samples were collected and
analysed for the colonization of Trichoderma harzianum. So far we can conclude
that the Trichoderma harzianum strain INAT 11 did survive in inoculated soil in
which the 3 tree species were grown. It colonized the common beech, pedunculate
oak and Scots pine seedlings well and could therefore be a potential biocontrol
product to control damping-off.

Fusarium spp. In the first

3 year of the BIOCOMES project,
'( ' DNA primers for Trichoderma
ALY ‘t""l' 'r“ ¢ e harzianum strain INAT 11 have
' been developed to allow strain-

specific  detection.  Afterwards
the influence of environmental factors such as temperature, water activity (a,)
and acidity (pH) on the growth of Trichoderma harzianum strain INAT 11 have
been investigated. Lab experiments could show that temperature, a  and pH were

ff0eg,
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limiting factors for fungal growth, however pH had no effect on the survival rate of
this antagonist in soil. In vitro trials were carried out to determine the influence of
selected fungicides, herbicides and insecticides on mycelial growth of Trichoderma
harzianum strain INAT 11. All fungicides tested up to date were toxic to the strain at
the dose of 1 ppm, while one of the two insecticides and two out of five herbicides
tested did not affect mycelial growth. Experiments to define the minimum effective
dose of Trichoderma harzianum strain INAT 11 and its effect on root colonization
by Fusarium spp. just started. Seed treatment and semi-field tests will be performed
in the course of 2015.

The potential of developing an effective commercial formulation of
Trichoderma harzianum strain INAT 11 and the optimization of shelf-life have
been investigated. Trichoderma harzianum can be produced by liquid or solid
fermentation. The spores have to be mixed with adequate co-formulants in order
to produce a proper formulation. Further formulation experiments will focus on
improving shelf-life, long spore viability and easy distribution on seeds.

Powdery mildew. In 2014
leaf samples were collected from
cereal crops, grasses and other
plant species affected by powdery
mildews. 504 leaf samples were

collected in the Netherlands,
Northeast-, Central- and Western
Germany and Southern Sweden.
1.237 fungal isolates could be
obtained from the pustules of the
powdery mildew fungus Blumeria
graminis. Almost 900 isolates
have been screened with the
selection criteria for this including
mass production, safety, cold- '
and drought tolerance and UV-B resistance. Identification of selected isolates was
achieved by ITS amplification and sequencing. The next steps are a risk assessments
of each identified species, the optimization of the bioassay for antagonist efficacy
screening and investigation of the potential of selected isolates for mass production.

Soil-borne Verticillium wilt. Ten
bacterial strains of the genera Serratia sp.
and Paenibacillus sp. were pre-selected
for their anti-fungal activity and are being
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tested for potential application on oilseed rape and
cauliflower. Previously the research team aimed to find
the optimal plant colonizer and plant growth-promoting
in a set of ten bacterial strains. The goal was the selection
of one strain per genus and the development of them
into a biological control agent for seed treatment.

Based on plant growth promoting effects on
oilseed rape and cauliflower in sterile germination
pouches, and on the ability to suppress growth of a
pathogenic Verticillium strain in vitro, two potential
biocontrol strains have now been selected. The
beneficial effect on plant growth by these potential
biocontrol strains were tested further on oilseed
rape in a sterile and an unsterile soil system. In
order to gain a better understanding of the mode
of action of these potential biocontrol agents towards pathogens and their hosts,
the genomes of the selected strains were sequenced. The genomes revealed several
genes that might contribute to its antagonistic and plant growth promoting activity.

The biocontrol efficacy of the different selected antagonistic bacterial strains
are being investigated in the greenhouse using pot experiments with cauliflower and
oil seed rape. First field trials are also planned for next year.

Progress in the development of BCAs for control of pests

Aphids. From an extensive
literature survey 201 tritrophic
(plant-aphid-parasitoid)
associations could be determined
in Europe on Prunus (peach,
plum and cherry), Malus (Apple)
and Pyrus (Pear) species with 32 aphid species present on those fruit tree crops.
21 parasitoid species were identified as potentially parasitizing those 32 aphid
species. Among the 21 parasitoids identified in the literature review, 10 were selected
as potential new biological control agent for the natural aphid control in commercial
fruit tree orchards. Those 10 target species will be collected in the field and screened
in the laboratory on parasitism efficiency (for the most problematic aphid species in
commercial fruit tree orchards) and on production efficiency (small scale first). The best
species will then be tested on plants (in cages first and then in the field). Until now 94
samples with parasitoids have been received. The samples came from Belgium, Serbia
and Sweden. The first production tests and parasitism efficiency tests done on these
samples look promising for some parasitoid species and the first tests on plants will be
carried out next year.
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Cabbage  moth. During the
first year of BIOCOMES information
about the parasitoid Telenomus sp was
collected. Researchers have worked on the
characterization of Telenomus sp. population
structures. Due to the small size of this
parasitoid (<lmm) identification of the
species is very difficult. Therefore a
species specific primer has been developed
as a tool for species determination. The
primer will also be used for population
characterisation throughout Europe to
understand the potential use of Telenomus
sp. as a biological control agent. The
laboratory reared lepidoptera eggs will be
dispatched into the field to collect naturally

occurring egg parasitoids. After that the developed primer will be used to identify
Telenomus sp. among all the collected egg parasitoids and amplicons belonging
to Telenomus sp. will be used to determine the intraspecific variability within the
different European populations.

Gypsy moth. At two different
experimental sites in Poland with 30
year old black alder (Alnus glutinosa)
stands egg masses of the gypsy moth
have been collected in March 2014 to
estimate the occurrence of wild virus in the tested population of gypsy moths. In
April 2014 20 trees were sprayed with suspensions in two different concentrations
of the entomopathogenic virus at these locations. Three to five weeks after these
treatments alder leaves were collected. Damage caused by the caterpillars appeared
to be reduced 2-3 fold after treatments. Three weeks after the treatments also
caterpillars were collected. These caterpillars have been reared for 2 weeks in the
laboratory. After two weeks the mortality appeared to be 3-4 fold higher among
caterpillars from the treated trees than in those from the untreated trees.

Large pine weevil. In the first
year two entomopathogenic nematode
species  (Steinernema  carpocapsae
and Heterorhabditis downesi) were
compared in their capability to suppress
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pine weevil in roots of stumps. The
effect of soil type is being investigated,
because nematodes are predicted to be
more effective in deep peat soils. Also
the application method of the biological
control agent has to be assessed and
optimized. Three small scale field
trials have taken place in Ireland and
in Poland. In Ireland the Steinernema
and Heterorhabditis nematode species
appeared effective in deep peat soils in
field tests. The effectiveness in shallow peat is still under investigation. In Poland
the use of nematodes caused 15-17% mortality of Hylobius larvae developing in
treated stumps. A low level of parasitism was caused by unfavourable conditions for
nematode development (drought). In the next year, different methods of nematode
application will be tested to minimize the impact of weather conditions on the
nematode activity. The best application method of the nematode treatment appeared
to be different for the two nematode species: Heterorhabditis downesi provided
better control when applied on top whereas Steinernema carpocapsae provided
better control when applied around the stump. The application method on dispersal
and efficacy of both species are being further investigated in field trials in Poland
and Ireland.

Potato moth and Tomato leaf
miner. During the first year naturally
occurring virus isolates were gathered in
Greece, Italy and on the Canary Islands.
Soil samples and infested potatoes
were collected. After that the biological
activity of isolates in terms of virulence
and host range will be determined using
bioassays. A bioassay protocol has been
developed to test for specific virulence
of the PhopGV isolates towards potato
moths and tomato leaf miner. Molecular methods will be applied for strain
identification.

White fly, The overall
objective is to develop a microbial
biological control product based on
the entomopathogenic fungus Isaria
fumosorosea for the control of white
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fly in vegetables under different environmental conditions in the greenhouse and
in the open field. In the first year growth temperature and humidity requirements
of Isaria fumosorosea isolates were compared. Trials under controlled laboratory
conditions trials will be performed with the two most promising isolates to asess
the control efficacy of the strains against white fly. The potential of the Isaria
fumosorosea isolates to produce high spore yields and maximum shelf life was
determined. Fungal growth at different environmental conditions, sporulation in
solid state fermenter systems and the biological efficacy against several pest insects
and beneficial insects were compared for the different Isaria fumosorosea isolates.
Three strains fulfilled the criteria for further investigation. Some strains showed
good efficacy against a range of pest insects but the conidia yield on solid substrates
was not sufficient and vice versa. For some strains the standard processing protocol
was not feasible. Because the strain preferences for virulence and productivity
did not correspond, strains were selected with acceptable virulence and yield. The
development of specific markers for two strains is in progress.

Progress in the development of production technologies of BCAs

In the first year of the
project a Lymantria dispar cell
line for the in vitro production of
entomopathogenic viruses has been
established. Shaking rate, inoculum
cell density and filling volume
were tested. Results show that high
cell densities were obtained which
provides a basis for future large
scale production of the virus.

Research to trace the
responsible genes for desiccation
tolerance has been started with entomopathogenic nematodes. About one hundred
differentially expressed genes have been identified between virulent and nonvirulent
strains, these could serve as genetic markers in order to support the genetic selection.

Biocomes dissemination activities and communication with the Stakeholders

The overall objective of the dissemination activities is to increase the impact
of the project. There are 3 specific objectives: (1) to raise awareness of the new
biological control opportunities and project results of BIOCOMES among scientists
developing new IPM methods and technologies so that BIOCOMES BCAs will
directly be include in IPM projects on the development of new IPM strategies; (2) to
inform end users and influencers of end users about the important role of biological
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pest control as an environmental-friendly and effective way; and (3) to train young
scientists in the development of economically and ecologically sustainable BCAs.

The target groups for the dissemination activities are (1) European IPM
networks and scientific communities like EPSO and IPM scientists; (2) influencers of
end users: professional agricultural and industrial associations, retail organizations,
extension/advisory services in Europe; (3) government and regulators/policy makers
at European and national levels, incl. certification authorities like FSC, SKAL etc.;
(4) agro-chemical industries; (5) end users: all farmers and foresters, especially
innovators and early adopters among farmers and foresters; and (6) media: general
national newspapers, (inter)national scientific and technical journals, as well as
social media: Twitter and LinkedIn.

Main tools for communication with the target groups are the project website
www.biocomes.eu, quarterly newsletters, videos explaining the use of biologic
control, articles and interviews about the ongoing research and results in agricultural
magazines, online slideshare presentations about the ongoing research and results,
workshop(s) about the development of microbial biological control products for
young scientists, and posters and oral presentations at scientific congresses and
other meetings with BIOCOMES target groups.

The communication activities reach a broad group of stakeholders. Since
the beginning of the project the BIOCOMES website had ca 80.000 pageviews
(63.000 unique pageviews) (Fig. 2). Demographic top 3 were USA (13% of the
visitors), India, Russia, the Netherlands (9%) and Germany (5%). The BIOCOMES
newsletter started with 144 subscribers (February 2015) and had 339 subscribers in
August 2016.
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FIGURE 2 - The BIOCOMES website: Overview of the number of pageviews per month
in 2016.
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Desarrollo de un producto biolégico para el
control de Fusarium circinatum en
viveros de Pinus radiata en Chile

Eugenio Sanfuentes Von Stowasser

El reciente ingreso a Chile del hongo patdgeno Fusarium circinatum, ha
significado pérdidas severas en la produccion de plantas y una amenaza potencial a
plantaciones comerciales de Pinus radiata. Los viveros afectados concentran sobre
el 50% de la produccion de plantas de la especie, y la mortalidad ha alcanzado hasta
40% en algunos casos. Otro tipo de pérdidas, es la eliminacion de lotes de plantas
sanas, debido al muestreo efectuado por el servicio cuarentenario del pais (SAG)
y problemas en los programas de forestacion. A la fecha, no existen productos
registrados que permitan la aplicacion del control quimico de F. circinatum, ademas
de presentar restricciones debido a normativas ambientales. La resistencia genética
no constituye una alternativa de control a corto plazo, debido al periodo de tiempo
requerido para liberar materiales resistentes con caracteristicas comerciales. El
control a través de manejo del cultivo ha demostrado ser ineficaz. Debido a los
problemas que presentan los métodos de control antes mencionados, el control
bioldgico, a través de la utilizacion de microorganismos antagonistas al patdgeno,
surgié como una estrategia razonable para el manejo de esta enfermedad en viveros
y reducir la diseminacion del patdogeno hacia las plantaciones.

En una primera etapa en el desarrollo del producto bioldgico, entre los afios
2010-2012, se ejecutd el proyecto “Desarrollo de herramientas biotecnoldgicas
para el control de Fusarium circinatum en viveros de Pinus radiata” (INNOVA 08-
PCS1-312), obteniéndose los primeros resultados en esta linea de investigacion. Se
obtuvo una coleccion de mas de 3.000 aislados entre hongos y bacterias, obtenidos
desde distintos 6rganos, especies vegetales y ambientes. La mayoria de los aislados

Laboratorio de Patologia Forestal, Facultad de Ciencias Forestales, Centro de Biotecnologia,
Universidad de Concepcion. E-mail: esanfuen@udec.cl
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(90%) fueron caracterizados en su capacidad de antagonismo contra F. circinatum
en ensayos in vitro seleccionandose hongos y bacterias que inhibieron el crecimiento
micelial del patdégeno sobre 70%, ademas de algunos aislados presentando otras
formas de antagonismo, micoparasitismo, antibiosis y lisis de hifas (enzimas
quitinoliticas). Entre los hongos y bacterias que tuvieron mayor efecto en ensayos
in vitro (300 aislados), fueron probadas en varios ensayos de invernadero, con
substrato natural ¢ infestado con el patdogeno, con ocho aislados de hongos que
tuvieron niveles de control sobre 90%, al reducir la mortalidad de plantulas de P.
radiata causada por F. circinatum. En esta fase también se realizaron los primeros
ensayos en condiciones de viveros. Al final de este proyecto fueron seleccionados
tres aislados, Clonostachys, Gliocladium y Trichoderma, que presentaban un alto
nivel de control de F. circinatum (sobre el 90%).

En una segunda ectapa, entre los afios 2014-2015, se ejecutd el proyecto
“Desarrollo de un bioproducto para el control de Fusarium circinatum en viveros
de Pinus radiata (Fondef IdeA IT13110057). Durante este proyecto se trabajo en;
a) seleccionar el ingrediente activo (i.a.) del producto, consistiendo en determinar
el efecto de control de lo aislados seleccionados en forma individual y en mezclas,
b) formulacion del bioproducto, probando formulaciones simples (solido o liquido)
que proporcione al ingrediente activo seleccionado la mayor eficacia de control en el
tipo de produccion de plantas, ¢) caracterizacion de la formulacion, para determinar
la viabilidad, pureza de la formulacion en diferentes tiempos de almacenamiento y
potencial de biocontrol contra otros patdgenos comunes del vivero y d) determinar
una oportunidad y frecuencia de aplicacion, que indicarian el inicio de la aplicacion
del producto en el substrato y la frecuencia de aplicacion en vivero, que permita el
mayor nivel de control del patdogeno en viveros. Los resultados obtenidos en todos
los ensayos in vitro y de invernadero permitieron generar un producto bioldgico,
prototipo denominado M3, basado en la mezcla de los tres aislados con nivel de
control sobre 70%. La formulacion seleccionada para el bioproducto correspondié
a suspension acuosa de esporas en partes iguales para los aislados. Para control de
calidad del prototipo del bioproducto, estan siendo aplicados los procedimientos
desarrollados por EMBRAPA (Bettiol & Morandi, 2009). La oportunidad de
aplicacion de M3 al substrato de produccion de plantas ha demostrado tener
importancia, asi es como, se verifico que al aumentar el tiempo de incorporacion al
substrato antes de la siembra de P, radiata, incrementa la eficacia del control de F.
circinatum. Una vez realizada la siembra se determind que una frecuencia quincenal
de aplicacion del bioproducto M3 se registra una menor incidencia del patogeno en
las plantas de P, radiata.

Los satisfactorios resultados obtenidos con el bioproducto (prototipo M3) en
el control de la enfermedad causada por F. circinatum en la produccion de plantas de
P, radiata en contenedores, durante el desarrollo de los proyectos de investigacion,
ha generado un interés por parte de empresas forestales para su utilizacion a mayor
escala. En la temporada de viveros 2014-2015, el bioproducto fue proporcionado a
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dos viveros comerciales, para tratar substrato correspondiente a aproximadamente
7.000.000 de plantas. En esta temporada, se esta considerando aumentar en 50%
el nimero de plantas tratadas con el bioproducto. Para los proximos desarrollos y
produccion del bioproducto fue creada recientemente una empresa para tales efectos
denominada Emprobiol SpA. El bioproducto desarrollado constituye una tecnologia
novedosa para enfrentar enfermedades en cultivos forestales, especialmente
considerada en el contexto de manejo integrado, y ademas, contribuyendo a reducir
el uso de productos quimicos en viveros forestales.
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Controle biolégico de podridoes
pos-colheita de frutas tropicais

Carlos A. T. Gava'
Paula Fernanda de Souza Tavares?

A fruticultura ¢ um segmento importante da agricultura mundial, com
produtos de alto valor agregado e elevado custo de produgdo quando comparado as
commodities. O Brasil apresenta grande diversidade edafoclimatica, uma vantagem
competitiva que o torna um grande produtor de frutos de qualidade de uma variedade
de espécies (Fachinello et al., 2008). Nos ultimos anos, o uso de estratégias
associando o manejo da agua ¢ a aplicacdo de reguladores de crescimento permitiu
ampliar a area produtiva e escalonar a produc@o ao longo do ano. No entanto, este
escalonamento passou a representar um desafio fitossanitario.

A tecnologia empregada na cadeia produtiva desenvolveu-se rapidamente,
tornando o Brasil um importante trader no mercado mundial. Contudo, as perdas
pos-colheita nas diferentes cadeias de producdo sdo muito elevadas, aumentando os
custos de produgdo de hortaligas ¢ frutas (HF) e reduzindo o poder de negociagao
dos produtores. Existem algumas desordens fisiologicas, mas destacam-se as
podriddes causadas por fitopatdgenos, principalmente de origem flingica (Oliveira
et al., 2006).

A eficiéncia do controle de podriddoes pos-colheita em HF pode ser
comprometida por uma série de fatores. Embora pareca fic¢ao, ocorrem erros de
diagnosticos que levam ao uso de fungicidas inadequados. Além disso, alguns dos
patdégenos mesmo infectando os frutos ainda no campo, somente passam a produzir
sintomas durante a maturacdo. A inadequagdo da cadeia de frio durante o transporte
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¢ armazenamento pode acelerar o desenvolvimento dos patogenos. Além disso, ha
limitagdes legais quanto ao registro de principios ativos eficientes e preocupagido
dos consumidores com os riscos de residuos, principalmente considerando que o
consumo de frutos esta associado a uma busca por alimenta¢do mais saudavel.

A seguir abordaremos alguns aspectos das podriddes, com um pouco mais
de detalhes no que concerne a aspectos fisioldgicos dos frutos; bioecologia de
patdgenos ¢ estratégias de controle aplicando agentes de controle biologico. As
principais consideragdes se referem a patossistemas associados a manga, que sera
utilizada como modelo para discorrer sobre o controle de podriddes pos-colheita
em frutos tropicais e que podem ser aplicados, também, a frutos normalmente
considerados hortalicas.

Controle de podriddes pds-colheita

Podriddes pos-colheita sdo responsaveis por perdas elevadas em HF em todo o
mundo, podendo chegar a 20-25% da produgdo em regides tropicais (Wisniewski et
al., 2007; FAO, 2010). Em geral, isto se deve a problemas relacionados ao controle
deficiente de patogenos em pré-colheita, a danos mecanicos na colheita e transporte
¢ inadequagdo do armazenamento (Barkai-Golan, 2001; Snowdon, 2010). As
infegdes podem ocorrer tanto em pré quanto pds-colheita, no entanto nas principais
cadeias HF as maiores perdas sdo causadas por patdgenos que infectam residuos
florais, como Botrytis cinerea, ¢ outros, como Colletotrichum gloeosporioides, que
sdo capazes de produzir infecgdes quiescentes (Viret et al., 2004; Snowdon, 2010).

Grandes investimentos tém sido feitos em tecnologia de embalagem,
transporte e armazenamento em ambiente resfriado e atmosfera modificada, o que
reduziu significativamente a incidéncia de podriddes. A aplicagdo pos-colheita de
produtos alternativos como cloreto de calcio (CaCl)), quitosana, extratos vegetais,
oleos essenciais, sanitizantes (NaOCl), e de métodos fisicos, como tratamento
térmico, aplicacdo de radiagdo ionizante (gama e ultravioleta) t€ém sido alternativas
em uso ou em avaliagdo para diferentes cadeias de produgdo de frutas (Camili et al.,
2007; Cia et al., 2009; Santos et al., 2010). No entanto, o grau de sucesso tem sido
extremamente dependente do patossistema. De fato, o controle efetivo de podridoes
pos-colheita necessariamente demandara a combinagdo de diversas medidas que
deverdo ter inicio na pré-colheita.

Alteracdes fisiologicas e fisico-quimicas durante a maturacao de frutos

As alteragdes fisioldgicas ¢ bioquimicas que ocorrem na maturagao dos frutos
tém controle hormonal e resultam em caracteristicas fisico-quimicas completamente
diferentes dos frutos “verdes”. Fisiologicamente o processo de maturagdo pode ser
dividido em climatérico e ndo-climatérico: os primeiros, como tomate, banana, kiwi,
magd, manga ¢ mamao, apresentam um pico de respiragdo ¢ de producao de etileno
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no inicio da maturagdo; os nao-climatéricos, como morango, meldo, melancia,
laranja e uva, ndo apresentam aumento significativo da respira¢do na maturagao ¢ a
producdo de etileno se mantém em niveis basais (Cherian et al., 2014).

A posigao do fruto no ramo, o clima, nutricdo mineral ¢ de carboidratos, bem
como a condi¢@o hidrica da planta, sdo fatores que podem ocasionar desordens no
desenvolvimento de frutos e aumentar a sua suscetibilidade as podriddes (Ferguson
& Woolf, 1999). A ocorréncia de fissuras em virtude de problemas nutricionais e
desequilibrio hidrico, abrasdes ¢ danos em lenticelas, por exemplo, sdo comumente
descritos como pontos de infecgdes (Snowdon et al., 2010).

Parte das infecgdes por patdgenos que resultam em podriddes pds-colheita
podem ter inicio no campo ¢ ndo apresentar sintomas até a maturagao, as infecgdes
quiescentes. Prusky et al., (2013) apresentam uma excelente revisdo do tema
quiescéncia. Os autores consideram que se trata de um estado que precisa de
definigdo especifica para cada patossistema, no entanto difere significativamente
dos hemibiotrofos. Por exemplo: em patossistemas envolvendo a infecgdo de frutos
verdes por espécies de Colletotrichum spp, ha uma fase biotrdfica, com a produgao
de apressorios que, com a maturagdo, se diferenciam em hifas necrotroficas
(O’Connell et al., 2012). Botrytis cinerea, por outro lado, ndo apresenta a fase
biotréfica. Em alguns patossistemas ha uma suspensao do crescimento do patdogeno
ficando este em estado latente, ¢ em outros B. cinerea ja foi relatado colonizando
endofiticamente os tecidos sem causar sintomas até a maturagdo (Sowley et al.,
2010).

Na fase imatura ou “verde”, os frutos apresentam caracteristicas fisico-
quimicas que restringem o desenvolvimento do patdgeno, tais como:

* Paredes celulares compactas e rigidas;

* Baixo pH da polpa;

* Elevadas concentragdes de compostos fendlicos, fitoalexinas e outros compostos
fungitoxicos na casca e polpa;

* Elevadas concentragdes de acidos organicos;

* Amido como principal carboidrato de reserva.

A casca da manga, por exemplo, enquanto verde ¢ rica em polifendis e
enzimas associadas a sua biossintese (polifenoloxidase e peroxidase) (Ajila et. al,
2007). Os principais polifenois presentes em mangas sio o acido galico, vanilico e
protocatecdico, seguido por taninos hidrolisaveis (HT) (Kim et. al, 2007; Palafox-
Carlos et. al.,2012). Apds a maturacdo, ainda se mantém concentragdes clevadas
de compostos fendlicos, no entanto ha alteragdes qualitativas que reduzem o seu
potencial antimicrobiano (Ribeiro et. al, 2007).

As alteragdes envolvidas no amadurecimento de frutos sdo desencadeadas
pela expressdo de genes que codificam enzimas especificas (Seymour et al., 2013).
Estas enzimas catalisam um conjunto de reagdes que resultam em mudangas na
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composicdo ¢ estrutura dos polissacarideos em paredes celulares; degradagdo
de clorofila; conversdo do amido em acucares; sintese e alteracdo de acidos
organicos, lipidios, compostos fendlicos e volateis, que definem a composigdo ¢
teor caracteristico das diferentes espécies e até mesmo variedades (Figura 1); que,
por fim, definirdo a coloragéo, firmeza da casca e polpa e o equilibrio acidez/agucar
(Herianus et al., 2003; Bouzayen, 2010). Os principais agticares soluveis presentes
nos frutos maduros sdo glicose, frutose e sacarose e o sabor caracteristico de cada
espécie ¢ dado pelo equilibrio entre os agucares e os acidos organicos, como o
citrico e o malico (Chitarra & Chitarra, 1990).

Na maturag@o ocorre a expressdo de genes especificos envolvidos na sintese
e ativagdo de endoglucanases, glicosidase, transglicosilases, esterases e acetilases,
alterando as propriedades fisicas dos polimeros da parede celular, alterando a
viscosidade da matriz ou o padrdo de ligagdo da hemicelulose/celulose (Goulao
& Oliveira, 2008; Cherian et al., 2014). As enzimas pectinametilesterase (PME),
poligalacturonase (PG), glucanases ¢ galactosidase também apresentam aumento de
atividade durante os tltimos estagios de maturagdo, reduzindo a rigidez da parede
celular e tornando os frutos macios (Yashoda, 2005; Gonzalez-Aguilar et al., 2008).

Consumo

Firmeza

Alteragdes relativas

Estadio Estadio Estadio Estadio
Crescimento 2 W 2 I 7 : ‘; : Tempo

FIGURA 1 - Curva tedrica das alteragdes relativas que se desencadeiam ao longo do processo
de maturagao de frutos de manga ao longo de diferentes estadios de evolugdo. As alteragdes
bioquimicas a partir do inicio da maturagdo resultam em coloragdo, textura e teores de
agucares especificos para as diferentes variedades.
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Um estudo realizado por Lima et. al. (2001) com manga cv. Tommy Atkins,
por exemplo, demonstrou que a fase climatérica dos frutos é marcada por aumento
na atividade de amilases, decréscimo no teor de amido e aumento da quantidade de
acucares redutores e ndo redutores. No estagio maximo de maturacdo da manga,
além da reducdo do teor de fendis, aumento do teor de actcar, o teor acido citrico,
o acido organico mais abundante em frutos verdes, diminui acentuadamente,
enquanto o teor de alanina aumenta logo apds a fase inicial de maturagdo (Lima et
al., 2001). Além do efeito direto sobre os patdgenos, a altera¢do de paredes celulares
¢ fibras na casca e poupa aumenta sensibilidade de frutos em geral ao manuseio,
armazenamento e transporte (Hoa et al., 2002).

Como resultado, o ambiente na polpa dos frutos passa a ser adequado para
a explosdo de crescimento de fungos. Estes patogenos, que produziam infecgdes
quiescentes, passam a se desenvolver rapidamente produzindo lesdes com diferentes
graus de severidade (Prusky et. al, 2013). Na maioria das vezes, ¢ impossivel
identifica-las ainda durante o processamento ¢ embalagem, o que causa prejuizos
econdmicos ¢ degrada a imagem do produtor.

Principais agentes de podriddes pos-colheita em condigoes tropicais

Doencas de origem fungica causam a maioria das perdas durante o
armazenamento, distribuigdo ¢ consumo de frutos frescos e hortali¢as (Spadaro
& Droby, 2016). Fungos quiescentes sdo capazes de colonizar endofiticamente o
tecido de frutos imaturos, no entanto as caracteristicas fisico-quimicas reinantes e
as respostas do complexo de defesa do hospedeiro impedem seu desenvolvimento
até que as alteragdes bioquimicas da maturagdo tornem o habitat propicio ao seu
desenvolvimento (Alkan, 2015). Além dos patégenos quiescentes, patdgenos
secundarios podem usar infecgdes que tém inicio apds a colheita (Cavalcanti et. al,
2005).

Fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium, Mucor, Alternaria, Diplodia
¢ Penicillium sdo considerados espoliativos e capazes de causar podriddes com
infec¢des que, na maioria das vezes, ocorrem apods a colheita. A contaminagao de
embalagens reaproveitadas, containers e contentores, camaras frias e do ambiente
de exposigdo nas centrais de comercializagdo ¢ mercado sdo a causa de inumeras
infecgdes por estes fungos cosmopolitas. Outros fungos, como Alternaria spp. €
Colletotrichum spp podem ser oriundos do campo, mas também podem causar
infecgdes pos-colheita ao colonizarem ambientes ¢ utensilios de processamento e
armazenamento.

Antracnose, causada por espécies de Colletotrichum spp., ¢ uma importante
doenga que afeta a qualidade pré e pos-colheita em diversos frutos (Ploetz, 2003). A
doenga ¢ importante na fase pos-colheita por se tratarem de patdgenos quiescentes
(Silva, 2013). No campo, Colletotrichum spp. provocam infec¢des graves que
podem destruir toda a inflorescéncia. O fungo tolera uma ampla faixa de temperatura,
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podendo colonizar ramos, folhas ¢ residuos de cultura, mas o processo infectivo ¢
dependente de umidade ambiental ¢ transportado em aerossoéis durante a chuva ou
irriga¢do. Em infegdes severas, os frutos jovens podem desenvolver manchas pretas
com centro esbranqui¢ado, em outros casos causam perdas consideraveis durante o
transporte e armazenamento (Haggag, 2010).

De forma similar, Botrytis cinerea, ¢ o agente causal de podriddes pds-colheita
em uma série de frutos, como morango, uva, cereja, kiwi, péra, péssego ¢ maga,
mas também em hortaligas tomate, berinjela, pepino, pimentdo, abobrinha (Elad et
al., 2015). O fungo ¢ um problema em frutos que passam por periodo prolongado
em armazenamento em camara fria, pois consegue desenvolver-se mesmo em
temperatura muito baixas e infectar os tecidos em processo de maturacdo (Droby
& Lichter, 2007). B. cinerea ¢ capaz de sobreviver no campo como saprofita em
folhas e ramos mortos, residuos florais, fragmentos de frutos e¢ outros tecidos em
decomposigdo. B. cinerea da inicio a fase patogénica do ciclo na floragdo, pode
permanecer latente nos estames ou sépalas, e infectar os frutos na proximidade ou
logo apos o inicio da maturagdo. A colonizag@o de residuos florais em morango e
videira, por exemplo, ¢ considerado como o mais importante método de infec¢do
por B. cinerea (Romanazzi et al., 2016).

A familia Botryosphaeriaceae engloba uma diversidade de fungos que podem
causar severos problemas em pds-colheita, com espécies endofiticas ¢ também
saprfiticas (Phillips, 2013). Espécies de Botryosphaeriaceae como Lasiodiplodia
theobromae, Fusicoccum aesculli, Neofusicoccum parvum ¢ Botryosphaeria
dothidea vém sendo relatadas como agentes causais de podriddo peduncular em
frutos em diversos paises como Brasil, Estados Unidos, Taiwan ¢ Australia (Costa
et. al, 2010; Sakalidis et al, 2011; Trakunyingcharoen et. al, 2014; Chen et. al,
2014). A viruléncia das espécies pode variar em fungdo do clima local, espécie ¢
cultivar das fruteiras.

Estes fungos tém uma distribuigdo cosmopolita, ocorrendo predominantemente
em locais quentes e Umidos, ¢ podem atingir diversos hospedeiros
(Trakunyingcharoen, 2014). No Brasil, B. dothidea, N. parvum, F. aesculli e
L. theobromae foram encontrados nos principais polos produtores de manga e
sua prevaléncia depende de cada regido (Marques et al., 2013). Estes fungos
podem sobreviver saprofiticamente em restos de cultura, e colonizar paniculas,
ramos, frutos e folhas causando sintomas de queima, ou podem colonizar de
forma endofitica os botdes florais (Batista et al., 2012). Acredita-se que as
infecgdes ocorrem predominantemente através da transmissdo horizontal, por
meio de esporos, e sua disseminagdo ¢ promovida pelo vento, d4gua de chuva
e/ou irrigacdo ¢ insetos (Batista et al., 2009; 2012; Slippers, 2016). Em frutos,
os sintomas incluem manchas na epiderme, no entanto a podriddo peduncular
¢ o sintoma mais caracteristico, ¢ as infec¢des podem ocorrer ainda no
periodo de floracdo, causando abortos de flores ¢ frutiolos. Em mangueira, o
patdgeno coloniza o raquis da panicula, penetrando nos frutos em qualquer fase do
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desenvolvimento e produzindo o sintoma caracteristico de lesdes com afundamento
do tecido na interface com o pedicelo (Batista, 2012).

Um grande problema ao manejo adequado de podriddes pos-colheita sdo
os enganos no diagnodstico dos agentes etiologicos. As lesdes nos frutos, mesmo
causadas por diferentes patogenos, podem ter sintomas muito similares. Na manga,
embora os sintomas de podriddao do colo ou peduncular sejam caracteristicos,
podriddes nas laterais dos frutos podem ser causadas por Alternaria alternata,
Colletotrichum spp, L. theobromae, B. dothidea ¢ N. parvum. No Vale do Sao
Francisco, por exemplo, B. dothidea ¢ N. parvum foram mais frequentes que L.
theobromae (Costa et. al, 2010). A confusdo causada pela identificagdo apenas pela
observacdo dos sintomas, sem analise laboratorial, pode causar perdas decorrentes
da aplicacdo de produtos inadequados aos verdadeiros agentes etioldgicos.

Métodos de controle

O controle efetivo de podriddoes pos-colheita demanda a adogdo de um
conjunto de taticas de controle cultural, fisico, quimico e bioldgico. Entretanto o
sucesso do controle pode variar de acordo com a cultivar, o estagio de maturagédo e
as caracteristicas bioquimicas do fruto (Barkai-Golan, 2011).

O controle cultural trata de um conjunto de técnicas que objetivam reduzir a
pressdo de indculo do patéogeno presente nas areas de produg@o. Nesse contexto,
englobam agdes como eliminacdo de residuos vegetais (restos de podas) e frutos
apodrecidos do chdo ¢ assepsia dos instrumentos de podas (Tavares, 2004). Residuos
de poda da mangueira sob irrigagdo sdo a maior fonte de indculo de L. theobromae
no Vale do Sdo Francisco, dai a recomendagdo de remocdo dos residuos para as
entre-linhas das culturas onde permanecem desidratados (Batista et al., 2011).

Os métodos de controle fisico ndo t€m restrigdes legais, sdo efetivos para uma
grande diversidade de microrganismos, ndo deixam residuos e, se adequadamente
aplicados, ndo afetam a qualidade final do fruto (Rivera-Pastrana, 2007). Entre
as taticas de controle fisico, o resfriamento e o tratamento hidrotérmico tém sido
utilizadas em packing houses para tratamento de uma variedade de frutos. Por outro
lado, uma das primeiras providéncias apds a colheita é o resfriamento imediato
dos frutos para o retardamento dos processos fisiologicos ¢ redugdo da taxa de
crescimento de microrganismos (Snowdon, 2010). Nas areas de produgdo de
uva, manga ¢ maga, por exemplo, os frutos passam por resfriamento em tunel de
ventilagdo for¢ada antes mesmo do processamento e embalagem, seguindo para
camaras-frias com temperatura adequada (Snowdon, 2010; Batista et al., 2011).

O tratamento hidrotérmico consiste em imergir o fruto em agua, adicionada
ou ndo de adjuvantes, em altas temperaturas para eliminar propagulos fangicos. O
bindmio temperatura x tempo € definido em fung@o das dimensodes dos frutos e da
tolerancia do patdgeno. Em maga, por exemplo, o tratamento para Cryptosporiopsis
perennans consiste na aspersdao de agua a 50 °C por 12 segundos na linha de

CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS DE PLANTAS 87




C.A.T. Gava & P.F.S. Tavares

processamento (Bartnicki et al., 2011). A aplicagdo de radiago ionizante, UV-C e
radiagdo gama, tem sido utilizada para o controle de patdgenos pos-colheita. A UV-
C, com menor risco, vem sendo proposta para aplicacdo na linha de processamento
em packing house (Nascimento et al., 2014). No entanto, as doses de radiacdo podem
causar danos aos frutos quando as doses precisam ser muito elevadas (Santos et al.,
2013; Terao et al., 2015).

O resfriamento ¢ uma das tecnologias mais eficientes empregadas para
a conservacdo de frutos, tendo efeito tanto sobre o retardamento do processo
fisiologico de maturag@o, quanto de eliminagdo ou reducdo da taxa de crescimento
dos microrganismos. A eficiéncia do resfriamento ¢ dependente de uma série de
fatores ¢ técnicas especificas tém sido validadas para diferentes frutos (Teruel
et al., 2001; Usall et al., 2016). O pré-resfriamento para a reducdo rapida da
temperatura, ou retirada do “calor de campo” ¢é uma estratégia que tem se
propagado, principalmente entre frutos de cuticula sensivel como goiaba, morango
¢ uva, mas também para manga ¢ maga (Bautista-Banos et al., 2013). No entanto,
os produtores tém enfrentado problemas relativos ao custo da cadeia de frio, que
inclui o pré-resfriamento, resfriamento de galpdes de processamento e de transporte
(caminhdes e containers). Um problema significativo na cadeia de frito é a tentativa
de economia de combustivel por parte dos transportadores, que desligam o sistema
de refrigeragdo em parte da viagem.

A principal estratégia de controle de podriddes pos-colheita recai sobre
o uso integrado de refrigeragdo ¢ a aplicacdo de fungicidas sintéticos, tanto em
pulverizagdes pré-colheita quanto no processamento poés-colheita. Seu uso ¢
simples, com efeito em curto prazo, previsivel e tem sido aplicado sem grandes
conhecimentos relacionados aos processos basicos do agroecossistema (Bettiol,
2009; Snowdon, 2010). Os principais produtos disponiveis para aplicagdo em
pos-colheita sdo formulagdes de cobre, imazalil e tiabendazol (Salles Junior et al.,
2009). Apesar da eficiéncia, a utilizagdo inadequada resulta em residuos toxicos nos
frutos e os patdégenos podem desenvolver resisténcia.

No entanto, ha uma demanda global para a redugdo do uso de pesticidas nas
cadeias produtivas de HF, principalmente em pds-colheita, devido a preocupagio
com residuos em produtos para consumo in natura (Abeer et al., 2013). Este ¢é
um movimento global, em diferentes estagios de evolugdo, que tem levado a
restri¢des cada vez maiores ao uso de defensivos na agricultura de modo geral.
Com isto, tanto os 0rgdos governamentais de satide quanto a rede de distribuigdo
de frutas tem exercido pressdes sobre os produtores, para que restrinjam o uso de
fungicidas em pds-colheita. No que tange a exportagdo de frutas, principalmente
as cadeias de macd, mamao, manga, meldo e uva, as estratégias de controle
esbarram em diferengas nas grades de agroquimicos registrados nos diferentes
paises. Além disso, os limites maximos de residuos (LMR) tém sido utilizados
como barreiras ndo alfandegarias em alguns dos principais mercados importadores
de frutos do Brasil.
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Neste contexto, o controle bioldgico pode ser uma alternativa eficaz, tanto
para uso exclusivo como implementado em um programa de manejo integrado de
podriddes pos-colheita. Apresenta custo compativel, ndo apresenta risco de residuos
e ¢ de facil aplicagdo em diversas culturas.

Controle bioldgico de doencas pos-colheita

Segundo Baker ¢ Cook (1983), “controle bioldgico ¢ a reducdo da densidade
de indculo ou das atividades determinantes da doenga provocados por um patéogeno
ou parasita”. Nesse contexto, os componentes do controle biologico sdo o patogeno,
o hospedeiro e os antagonistas, sob a influéncia do ambiente, todos interagindo num
sistema biologico complexo (Cook; Baker, 1983). Mais recentemente o conceito
de controle bioldgico foi alterado e passou a incluir o “uso de organismos naturais
ou modificados, de genes ou seus produtos para reduzir o efeito indesejavel de
organismos (pragas, doengas e plantas invasoras) e para favorece o desenvolvimento
de organismos desejaveis com culturas, arvores, animais € microrganismos € insetos
benéficos” (NAS, 1987).

O estudo para o controle biologico de patdgenos passou de poucos e timidos
artigos publicados até a década de 1970, para uma linha de pesquisa com grande
niumero de pesquisadores e artigos publicados na ultima década. Ao contrario
do campo, o uso de antagonistas para controle de doengas pds-colheita tem uma
grande vantagem de poder ser aplicado em um ambiente controlado (principalmente
temperatura ¢ umidade), que pode afetar profundamente sua sobrevivéncia
e eficiéncia (Wisniewski et al., 2007). De acordo com Sharma et al. (2009), ha
duas abordagens para o uso de microrganismos antagonistas: microrganismos pré-
existentes na superficie de frutos que, apds o isolamento sdo reaplicados para o
controle de doengas; microrganismos de origens diversas que sdo introduzidos a
partir do isolamento em diversas origens. No primeiro caso encontram-se leveduras
antagonistas isoladas a partir da superficie de frutas (Chalutz & Wilson, 1990).
Enquanto no segundo caso podem ser listados diversos fungos e bactérias oriundos
do solo ¢ que tém sido aplicados para o controle de patdgenos pos-colheita. Bacillus
spp (Hong et al., 2014, Wang et al., 2013) ¢ até mesmo isolados de Trichoderma
(Valenzuela et al., 2015) sdo exemplos de microrganismos oriundos do solo e que
tem sido aplicados no controle de patogenos pos-colheita.

As leveduras possuem potencial para o controle de infec¢des fingicas pos-
colheita. Sdo encontradas naturalmente na superficie de frutos e ja encontram um
grande numero de aplicagdes em alimentos, tornando-as mais aceitaveis pelos
consumidores. As leveduras sao fungos unicelulares, heterotréficos e sdo encontradas
no solo ou em tecidos de plantas. Podem atuar sobre os patdogenos utilizando
diferentes mecanismos de agdo como antibiose e competi¢do por nutrientes, entre
outros (Bettiol, 1991). Por exemplo, as leveduras Pichia guilliermondii Wiskerham,
Candida oleophila Montrocher, Candida sake Saito and Ota, Candida formata
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Meyer & Yarrow, Candida saitona Nakase & Suzuki, Debaryomyces hansenii
Lodder & Kre-Van Rij, Aureobasidium pullulans (de Bary) Arnaud, Pantoea
agglomerans (Ewing & Fife) Gavini et al., Saccharomyces cerevisiae Hansen,
Metschnikowia fructicola Kurtzman & Droby e M. pulcherrima Pittes & Miller tem
sido aplicadas com sucesso em diferentes frutos como citros, tomate, pera, manga,
péssego e maga (Sharma et al., 2009).

Os principais mecanismos de acdo utilizados pelos agentes de controle
biologico (ACB) sdo: a antibiose, competi¢ao nutricional e por espago, parasitismo
direto e indugdo de resisténcia. Estes mecanismos de agdo sdo detalhadamente
revistos em Spadaro et al. (2002), Sharma et al. (2009) ¢ Liu et al., (2013).

A competicdo por espago ¢ nutrientes € resultante da colonizagdo preferencial
da superficie dos frutos pelo antagonista, com a exaustao de nutrientes (carboidratos,
nitrogénio ¢ fatores de crescimento) e oxigénio. Portanto, o ACB deve estar
adaptado para sobrevivéncia e crescimento no ambiente representado pela
superficie dos frutos. A manipulacdo do ambiente para aumentar a colonizagdo
pelo ACB aumenta a eficiéncia de controle. Embora ndo seja obrigatoria,
aparentemente a adesdo dos ACBs as hifas dos patdogenos confere vantagens
ecologicas, facilitando o consumo dos nutrientes (Droby et al., 1998). A produgéo
de antibiodticos, ou antibiose, se refere a produg¢do de metabdlitos microbianos
que conferem uma vantagem competitiva pelos sitios de colonizagdo pelo
ACB. Existem diversos casos relatados na literatura, no entanto em se tratando
de aplicagdes pos-colheita, pode haver dificuldades no registro de ACBs com
mecanismo de a¢do baseado na producdo de compostos antimicrobianos, requerendo
testes toxicologicos complexos.

Embora haja poucas informacdes disponiveis relativas ao parasitismo direto
de patdgenos em doengas pos-colheita, este mecanismo de agdo tem sido indicado
em alguns estudos (Wisniewski et al., 1991; Bonaterra et al., 2003). O parasitismo
envolve a produgao e secre¢do de enzimas como gluconases, quiitinases ¢ proteases
pelos ACBs que provocariam a lise e extravasamento de contetidos celulares usados
como nutrientes. Bonaterra et al. (2003), por exemplo, relataram que o parasitismo
era o principal mecanismo de a¢do envolvido no controle de Monilia laxa e Rhizopus
stolonifer em ameixa e péssego.

Junto com a competigdo, a indugdo de resisténcia ¢ um dos mecanismos de
acdo mais interessantes para o controle de podriddes pds-colheita. Principalmente
por ndo envolver a producdo de antibioticos. Este mecanismo de agdo foi
detalhadamente descrito em Romanazzi et al. (2016a). A resisténcia natural,
pré-existente, pode ser complementada pela ativagdo de mecanismos latentes,
acionados apenas quando uma infec¢do ¢ reconhecida, ou artificialmente
por diferentes meios, entre eles a aplicagdo de ACBs ou elicitores por eles
produzidos. Nos frutos, por exemplo, a elicitagdo da resisténcia induzida pode
levar ao acumulo de compostos fenolicos ¢ outros antioxidantes (Soresh et al.,
2010).
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Algumas enzimas estdo diretamente relacionadas as respostas de inducdo de
resisténcia: peroxidase (POX), polifenol oxidase (PPO) e fenilalanina amdnia-liase
(PAL). A atividade das PPOs sdo geralmente detectadas em tecidos infectados por
patdgenos e tem envolvimento direto nos mecanismos de defesa ou na senescéncia
de frutos (Romanazzi et al., 2016a; Spadaro & Droby, 2016). Considerando a
resisténcia existente ao uso de microrganismos que produzem antibidticos, a
competigdo ¢ a indugdo de resisténcia seriam os mecanismos mais interessantes a
serem buscados em um possivel ACB.

Atendendo aos critérios propostos por Wilson & Wisniewski (1989) e Barkai-
Golan (2001), um ACB ideal para aplicagdo em pods-colheita teria as seguintes
caracteristicas: 1. Estabilidade genética; 2. Efetividade em baixas concentragdes; 3.
Tolerancia a condi¢cdes ambientais adversas; 4. Tolerancia a pesticidas, podendo ser
usando em estratégias de manejo integrado; 5. Nado causar danos diretos ou indiretos
aos seres humanos; 6. N@o patogénico ao hospedeiro; 7. Permitir formulagao para
aplicacdo ¢ armazenamento eficientes; 8. Compatibilidade com outras técnicas
fisicas e quimicas de controle.

Embora o controle bioldgico de doengas pos-colheita tenha evoluido muito
rapidamente, a selegdo de um ACB eficiente ¢ com atividade de amplo espectro
contra a os principais patdgenos ¢ dificil e restringe o desenvolvimento de produtos
comerciais. Interagdes abidticas (suscetibilidade a radiacdo UV, temperatura
e UR) e bidticas (caracteristicas da superficie dos frutos, competigdo com os
microrganismos autoctones) restringem a colonizagdo do fruto e reduz a eficiéncia
de controle. Uma estratégia recente tem sido a aplicagdo de misturas de ACBs
compativeis que podem promover: rapida utilizacdo do substrato disponivel;
remog¢ao de substancias inibitdrias ao crescimento do ACB; levando a formagao
de comunidades microbianas mais estaveis que permitam a exclusdo de outros
microrganismos, incluindo os patégenos (Sharma et al., 2009; Romanazzi et al.,
2016b).

O ultimo passo no desenvolvimento de um produto é a formulagdo dos ACBs,
com a qual se busca o0 aumento do periodo de armazenamento, alcangando periodos
viaveis comercialmente; oferta de protecdo ao ACB logo apos a aplicagdo, até a
colonizagdo dos micronichos na superficie dos frutos. Além disso, podem ser
incluidos outros aditivos que permitam o aumento da eficiéncia de controle (Burges,
2012). Por tltimo, mas ndo menos importante, o controle biologico deve ser parte
de um conjunto de estratégias a ser empregado no manejo integrado de patdgenos
causadores de podriddes pos-colheita. A aplicacdo de métodos fisicos (radiagao
ionizante, frio, tratamento térmico), a sanitizagdo dos frutos em pds-colheita e,
ainda, o uso de fungicidas compativeis em pré- ou pds-colheita podem promover
um efeito sinergistico com a aplicagdo de ACBs. Mesmo em sistemas organicos ou
ecologicos, deverdo ser empregadas medidas que permitam a redugdo do potencial
de indculo no campo, e outras que restrinjam o desenvolvimento do patdgeno e/ou
processo de maturagdo dos frutos.
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Controle biologico de podriddoes pods-colheita da manga no Vale do Sao
Francisco

Os primeiros estudos com o controle biologico de podriddo pds-colheita da
manga no Vale do Sdo Francisco foram realizados na década de 1990 (Michereff
et al., 1997). Naquele momento, a exigéncia por qualidade dos frutos, definidas
exclusivamente pela aparéncia, e a inexisténcia das limita¢des atuais quanto a
residuos de fungicidas nos frutos ndo deram suporte a continuidade dos estudos.
Neste periodo de intervalo, alguns estudos esporadicos foram realizados, como
a aplicagdo de Trichoderma harzianum LCBS51 para o controle da antracnose ¢
prolongamento da vida util em mamao formosa produzido nas condi¢des do pdlo
fruticola de Mossord-Agu (RN). Quase duas décadas depois a mudanga ocorrida
no cenario de exportagdo de frutas levou a retomada da linha de pesquisa em novas
bases.

Nos novos estudos se buscou atender aos critérios estabelecidos por Wilson
& Wisniewski (1989) e Barkai-Golan (2001), previamente relacionados. Assim,
se elegeu selecionar isolados nativos de leveduras por apresentarem menor risco
de rejeicdo entre os consumidores. Os resultados mostraram a existéncia de um
pequeno grupo de leveduras epifiticas e endofiticas de frutos nativos (umbu, caja e
mandacaru) ¢ cultivados (manga, meldo e uva) com potencial de reduzir a incidéncia
¢ a severidade in vivo de podriddes em manga causados por L. theobromae, N.
aesculi ¢ Botriospheria dothidae. A figura 2 mostra o comportamento seis dos
isolados em experimentos in vivo com a inoculagdo de manga cv. ‘Tommy Atkins’
com suspensdes de esporos de L. theobromae (Castro et al., 2013)
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Os resultados iniciais foram promissores, permitindo identificar seis isolados
que entre outras caracteristicas ndo produziram metabolitos antibioticos em testes
de cultivo pareado. Nos estudos que se seguiram, os isolados foram identificados
como Saccharomyces sp. (L7K, L9 ¢ L10) e Pichia sp. (LF). Entre estes, L7K ¢
L9 apresentaram alta homologia com S. cerevisiae ¢ S. boulardi, respectivamente,
enquanto LF apresentou homologia proxima a 99% com P kudiavzevi. No
entanto, um resultado inesperado deixou patente que os tratamentos pos-colheita
isoladamente ndo seriam suficientes para alcangar controle efetivo das podriddes.
Mesmo nos tratamentos referéncia, utilizando um fungicida sintética (Imazalil) ou
um ACB comercial (B. subtillis), mesmo os tratamentos com sucesso na reducdo
da incidéncia ou severidade da podridao no ponto de inoculagdo ndo impediam
o desenvolvimento de sintomas em outras areas dos frutos, provavelmente com
ocorréncia de infecgdes quiescentes oriundas do campo (Castro, 2015).

Esta constatagdo e o conhecimento pré-existente dos patossistemas
quiescentes que resultam nas podriddoes pos-colheita em manga levaram a
necessidade de incorporagdo de praticas de manejo integrado destes patogenos.
Assim, as recomendag¢des foram incorporadas praticas discutidas anteriormente, que
incluem o controle cultural para, a redugdo do potencial de indculo, e a aplicagdo
preventiva de fungicidas, com principios ativos adequados aos diferentes estagios
de desenvolvimento da cultura.
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FIGURA 3 - Incidéncia e severidade da ocorréncia natural de podriddes em manga cv.
“Tommy Atkins” com a aplicag¢@o de isolados de leveduras em tratamento pos-colheita ao
longo de dez dias de armazenamento em temperatura ambiente (Castro et al., 2014).
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Considerando apenas o controle biologico, demonstrou-se que a aplicacdo
nos estagios iniciais de desenvolvimento dos frutos, iniciada logo apds a abertura
total das flores, alcangou a maior eficiéncia de controle (Figura 4). No entanto, a
eficiéncia de controle foi influenciada pelo agente de controle aplicado. Estudos mais
detalhados mostraram que os isolados apresentam diferentes graus de tolerancia as
condigdes ambientais (Gava et al., 2014). Resultados similares foram obtidos com
a aplicagdo de produto comercial a base de Bacilllus subtillis (Serenade®). Embora
B. subtillis seja um habitante comum do solo, provavelmente pouco adaptado a
colonizagdo do filoplano ou da superficie dos frutos, assim como as leveduras
apresentou elevada eficiéncia de controle quando aplicado a partir do inicio da fase
de maturacdo (Figura 5). Assim, ficou estabelecido que a pulverizagdo com ACBs
a partir do maximo desenvolvimento dos frutos ou inicio da maturagdo podem ser
incorporados ao manejo integrado da doenca. Este periodo, coincide com o maior
risco de contaminag@o dos frutos com fungicidas, deixando poucas opgdes aos
produtores.
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FIGURA 4 —Incidéncia de ocorréncia natural de podriddes pds-colheita em manga cv. “Kent”
com a aplicagao de isolados de levedura em diferentes fases de desenvolvimento dos frutos
(Castro et al., 2014). Apos a colheita os frutos foram submetidos assepsia, armazenamento
em camara fria (10 °C; UR 90%) por 15 dias e em incubago (24-28 °C) por dez dias.
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FIGURA 5 — Incidéncia natural de podriddes pos-colheita em manga cv. “Palmer” em

experimento com a aplicagdo de Bacillus subtillis (Serenade®) em pomar comercial.
Apds a colheita, os frutos foram submetidos ao processamento normal em packing house,
armazenamento em camara fria (10 °C; UR 90%) por 20 dias e em condi¢des ambiente (24-
28 °C) por dez dias.

Os estudos em andamento buscam a incorporacdo dos ACBs aos sistemas
convencionais e organicos de producdo de manga. Nos cultivos convencionais,
prevé-se a aplicagdo dos fungicidas registrados para a mangueira e a sua substitui¢do
pelaaplicagdo de formulagdes dos microrganismos a partir dos periodos com elevado
risco de contaminagdo. Em outra abordagem, os isolados estdo sendo reaplicados
aos frutos apds as operacdes de assepsia quimica ou fisica (termoterapia ou radiagio
ionizante) antes da embalagem e armazenamento. Os experimentos indicaram que
os isolados de levedura tém tolerancia as temperaturas comumente utilizadas em
camaras para armazenamento de manga (Gava et al., 2014). Os estudos futuros
preveem a microformulacdo em matrizes polissacaridicas que possam ser utilizadas
como filmes a serem aplicados a superficie dos frutos e permitam a sua manutenc¢io
nas condi¢des de armazenamento e comercializagdo.
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Controle de qualidade de produtos
biolégicos a base de fungos
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INTRODUCAO

Os primeiros estudos de controle bioldgico de pragas com fungos no Brasil
datam de 1932, sendo Metarhizium anisopliae ¢ Beuveria bassiana os principais
entomopatdgenos estudados e produzidos por empresas privadas e usinas de
agtcar ¢ alcool (Alves et al., 2008). O primeiro produto bioldgico para o controle
de doengas de plantas comercializado no Brasil foi formulado em 1987, embora
somente em 2008 o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
emitiu o primeiro registro de um antagonista para o controle de doencas (Bettiol et
al., 2014).

Em 2012, foi realizado um levantamento dos produtos bioldgicos para o
controle de doengas de plantas comercializado no mundo. Neste levantamento, foi
constatado que no Brasil se comercializava 17 produtos bioldgicos, sendo 12 a base
de Trichoderma spp., dois de Clonostachys rosea, dois de Paecilomyces lilacinus ¢
um de Pochonia chamydosporica (Bettiol etal.,2012). Atualmente, estdo registrados
35 produtos biologicos a base de fungos, indicados para o controle de pragas e
doengas de plantas no mercado brasileiro (Agrofit, 2016). Os fungos presentes
nos produtos sao Metarhizium anisopliae (18), Beuveria bassiana (8), Aspergillus

'Ballagro Agro Tecnologia Ltda, Cx. Postal 139, 12955-000 Bom Jesus dos Perddes, SP,
E-mail: zayame@ballagro.com.br; ’Embrapa Meio Ambiente, Cx. Postal 69, 13820-000
Jaguariuna, SP; *Instituto Bioldgico de Sao Paulo 04014-002, Sdo Paulo, SP.
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flavus (1), Trichoderma harzianum (3), Trichoderma asperellum (2), Trichoderma
stromaticum (1), Paecilomyces lilacinus (1) e Pochonia chlamydosporia (1)
(Quadro 1).

Na bula dos produtos registrados ¢ informada a concentragdo de propagulos
do fungo (ingrediente ativo). As unidades de medida utilizadas para indicar a
concentragdo ndo sdo padronizadas. Ha produtos registrados por conidios viaveis por
grama ou mililitro (11), conidios por grama ou mililitro (9), unidade formadora de
coldnia por grama ou mililitro (12) e ndo informado (2) (Agrofit, 2016). Além disto,
as metodologias de analise de conformidade ¢ controle de qualidade de produtos
bioldgicos ndo sdo padronizadas para todos os antagonistas. Este panorama impede
a analise adequada dos produtos, a comparagao de resultados, dificulta a realizagdo
de testes ¢ a emissdo de laudos no processo de registro (Teixeira et al., 2010).

Considerando os problemas relacionados com as metodologias utilizadas,
em 2008, foi formada uma rede de pesquisa denominada Projeto Qualibio
(Desenvolvimento de metodologia analitica e amostral para avaliacdo de
conformidade ¢ da inocuidade de produtos comerciais formulados a base de agentes
microbianos), a qual estabeleceu metodologias para avaliar a conformidade e
qualidade de produtos comerciais formulados a base de agentes microbianos para o
controle de doengas de plantas. O projeto foi financiando pelo edital MCT/CNPgq/
MAPA/DAS n° 64/2008; com a participagdo da Embrapa Meio Ambiente, Embrapa
Arroz ¢ Feijo, Instituto Bioldgico de Sdo Paulo, Empresa de Pesquisa Agropecuaria
de Minas Gerais, Universidade Federal de Pelotas ¢ Comissdo Executiva do Plano
da Lavoura Cacaueira (CEPLAC/CEFET).

As metodologias desenvolvidas pelo Projeto Qualibio ndo foram
oficializadas pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA,
mas sdo utilizadas por quase todas as empresas, laboratorios e instituigdo de pesquisa
para avaliar a conformidade e qualidade de produtos comerciais formulados a base
de agentes microbianos para o controle de doengas de plantas, bem como pesquisas
na area.
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QUADRO 1 - Relagdo de produtos biologicos a base de micro-organismos registrados no
mercado brasileiro (Agrofit, 2016)

Microrganismo Empresa/Produto Concentraciio Formulagiio

Aspergillus flavus Biosphere-Afla-guard 2,93 x 10°UFC/g Granulado

Beauveria bassiana Simbiose-Beauvecontrol 2 x 10° UFC/g Po-molhavel
Ballagro-Ballvéria 1x 10° UFC/g P6-molhavel
JCO-Beauveria 0,6 x 10° UFC/g Po-molhavel

Biocontrol-Bouveriz
Biofungi-Bovebio
Novozymes-Bovemax

Koppert-Boveril
Farroupilha-Granada

8 x 10° UFC/g
1,48 x 10° UFClg
1,5 x 10° conidios vidveis/mL

1 x 10® conidios viaveis/g
1,48 x 10° UFClg

Po6-molhavel
Po-molhavel
Concentrado
emulsionavel
P6-molhavel
Po-molhavel

Paecilomyces lilacinus

Ballagro Nemat

1 x 10"°UFC/g

P6 molhavel

Pochonia chlamydosporia

Rizoflora Biotecnologia
Rizotec

Po6-molhavel

Metarhizium anisopliae

Biocontrol-Metarriz
Biocontrol-Metarriz
TecniControl-Arizium
Biotech-Biometha
Novozymes-Methamax

Ballagro-Metié
Methacontrol-Simbiose
Koppert-Metarril
Asplan-Metarplan
JCO-Metarhizium
Raizen-Metarhizen
Raizen-Metarhizen
Fitoagro-Metarfito
BioSoja-Metamax
BioFungi-Metabio
Toyobo-Ecometa
Bioenergia-Biorhizium
Bioenergia-Biorhizium

2,25 x 10! conidios/g

2,25 x 10'° conidios/g

1,33 x 10° conidios viaveis/g
1,86 x 10° conidios viaveis/g
2,5 x 10° conidios viaveis/mL

8 x 10° UFC/mL

6 x 10® conidios vidveis/mL
1,39 x 10® conidios vidveis/mL
1,4 x 10° conidios vidveis/mL
5,5 x 10® conidios/mL

7,48 x 10° conidios/mL

1,35 x 10° conidios/mL

1,44 x 10° conidios/mL

1,9 x 10® conidios/mL

1,48 x 10° conidios/mL

2,0 x 102 conidios/mL

Po-molhavel
Granulo
P6-molhavel
Granulado
Concentrado
emulsionavel
Po6-molhavel
Po6-molhavel
Po6-molhavel
Granulado
Granulado
Po6-molhavel
Granulado
Granulado
Suspensdo concentrada
Po-molhavel
Po6-molhavel
Po6-molhavel
Granulado

Trichoderma asperellum

Farroupilha Quality

Novozymes-Trichodermax

1,5x 10 UFC/g
1,5 x 10° conidios/mL

Granulado dispersivel
Concentrado
emulsionavel

Trichoderma harzianum

Ballagro-Ecotrich
Ballagro-Predatox
Koppert-Trichodermil

1 x 10"°UFC/g
2 x 108 UFC/mL
2 x 10? conidios viaveis/mL

Pé-molhavel
Suspensdo concentrada
Suspensdo concentrada

Trichoderma stromaticum

Ceplac-Tricovab

2,3 x 10® esporos/g

Po6-molhavel

METODOLOGIA

No Projeto Qualibio foram desenvolvidas as metodologias de: (a) nimero
de conidios, (b) conidios viaveis ¢ (¢) unidade formadora de colonia — UFC para
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produtos formulados a base de Trichoderma spp. (Bettiol et al., 2016). Apesar disso,
as metodologias podem ser utilizadas para avaliagdo de outros agentes microbianos.

METODOLOGIA 1 - NUMERO DE CONIDIOS
Equipamentos e vidrarias

Frasco com capacidade para 250 mL; tubos de ensaio; tampas para tubo de
ensaio; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanga; agitador de tubo de ensaio;
banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora; micropipeta (10 mL
¢ 1000 uL); ponteiras esterilizadas para micropipetas (10 mL e 1000 uL); Camara de
Neubauer (ou hemacitdmetro); microscopio optico; contador manual de conidios;
agitador magnético; barra magnética.

Solucao

Solucio salina com Tween 80 (diluente): Ingredientes: NaCl P.A.: 9,0 g;
agua destilada: 1000 mL; Tween 80: 1 mL. Preparo: em frasco suspender o NaCl
em 1000 mL de 4agua destilada e acrescentar Tween 80. Misturar bem e autoclavar
o diluente a 121° C e 1 atm por 20 minutos.

Procedimentos

1. As amostras a serem testadas devem ser colocadas a temperatura ambiente
por 30 a 40 minutos antes do inicio da analise.

2. Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e completar com
90 g do diluente (corresponde a dilui¢do 10"). Devem ser realizadas duas pesagens
para cada amostra ¢ uma série de diluigdo para cada pesagem. A segunda pesagem
deve ser realizada 10 minutos apos a colocac¢do de agua na primeira amostra para
evitar maior tempo de hidratagao.

3. Colocar o frasco com a suspensdo em mesa agitadora por 60 minutos a 120 rpm

4. Colocar o frasco com a suspensdo em banho de ultrassom, por 5 minutos. O
nivel de 4gua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensdo contida
no frasco.

5. Misturar o contetdo do frasco em agitador de tubo de ensaio, colocando
¢ tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento da
suspensdo, em cada uma das passagens. Ou colocar em agitador magnético por
5 minutos.

6. Transferir 1,0 mL da suspensdo contida no frasco (10!), com auxilio de
micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio contendo 9,0 mL de
diluente (10-%). Descartar a ponteira em seguida.

7. Homogenizar o contetido em agitador de tubo de ensaio, colocando e
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tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento da suspensdo,
em cada uma das passagens.

8. Para obter a diluigdo 107 repetir os itens 6 e 7 (dilui¢do seriada), utilizando
o tubo da dilui¢do anterior (102).

9. Misturar o conteudo do tubo de ensaio com a suspensdo apropriada em
agitador de tubo de ensaio colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado
quando ocorrer o turbilhonamento;

10. Retirar imediatamente uma aliquota representativa da suspensdo com
auxilio de uma micropipeta;

11. Colocar a suspensdo na canaleta da camara de Neubauer, ja coberta com
a laminula, até o preenchimento de todo o espago existente entre a laminula e a
camara de Neubauer;

12. Antes de iniciar a contagem, deixar a cdmara de Neubauer com a suspensao
de conidios em repouso por 5 minutos, para que os conidios precipitem, facilitando
a contagem e reduzindo erros;

13. Realizar a contagem de conidios ao microscopio Optico, no aumento de
250X ou 400X, nos campos 1 e 2 da cdmara de Neubauer (Figura 1), nos cinco
quadrados (subcompartimentos) como demarcados na Figura 2, totalizando cinco
contagens por campo da cadmara de Neubauer (E1, E2, E3, E4 e ES). Observagio:
Muitos conidios ficam exatamente sobre as linhas de demarcagdo internas dos
subcompartimentos. Recomenda-se contar apenas os conidios que estiverem nas
linhas da esquerda e superior do mesmo campo da observacdo para evitar que eles
sejam contados duas vezes.

FIGURA 1 - Localizag@o dos campos 1 e 2 na cdmara de Neubauer.
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FIGURA 2 - Area dentro dos subcompartimentos vermelhos para contagem de conidios - E1,
E2, E3, E4 e ES.

Cilculo do nimero de conidios

Para determinar o nUmero de conidios, utilizar a formula: Conidios/
mL={[(Campo 1+Campo 2)/2] x 2,5 x 10® }, sendo que: Campo
1=(E1+E2+E3+E4+ES5)/5 e Campo 2=(E1+E2+E3+E4+ES)/5.
Repeticao

Devem ser feitas duas pesagens do produto, sendo que de cada pesagem deve

ser realizada uma série de diluigdo seriada. A dilui¢do selecionada, deve-se colocar
na camara de Neubauer para contagem (Figura 3).
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Produto
| I
Pesagem 1 Pesagem 2
I I
Dilui¢do 1 Diluigdo 2
Campo1 Campo2 Campo1 Campo?2
I I I I
1 1 E1l E1l
EI3 EI3 :1; :].:
E|4 E|4 EI4 EI4
| |
E5 E5 E5 E5
Repeticdo1 Repeticdo 2

FIGURA 3 - Esquema das repetigdes utilizadas na metodologia para analise da qualidade —
numero de conidios.

METODOLOGIA 2 — CONIDIOS VIAVEIS
Equipamentos e vidrarias

Frasco com capacidade para 250 mL; tubos de ensaio; tampa para tubo
de ensaio; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanga; agitador de tubo de
ensaio; banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora para frasco;
incubadora operando 25 + 2 °C (BOD); micropipeta (10 mL, 15 pL e 1000 pL);
ponteiras esterilizadas para micropipeta (10 mL, 15 puL ¢ 1000 uL); placas de Petri
esterilizadas; agitador magnético; barra magnética.
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Solugoes

Solucio salina com Tween 80 (diluente): Ingredientes: NaCl P.A.: 9,0 g;
agua destilada: 1.000 mL; Tween 80: 1 mL. Preparo: em frasco suspender o NaCl
em 1000 mL de agua destilada e acrescentar Tween 80 (0,1%). Misturar bem ¢
autoclavar o diluente a 121 °C ¢ a 1 atm por 20 minutos. Azul de Lactofenol:
Ingredientes: fenol: 20 g; acido latico: 20 g; agua destilada: 20 g; glicerol: 40 g;
azul de metila (ou azul de algoddo ou azul de Trypan): 0,1 g. Preparo: adicionar
os ingredientes em um frasco ¢ homogeneizar durante 5 minutos em agitador
magnético dentro de capela de exaustdo de gases.

Meio de cultura

Meio de Batata Dextrose Agar (BDA): Ingredientes: Meio de Batata
Dextrose Agar comercial: recomendagdo do fabricante; agua destilada: 1000 mL.
Preparo: em frascos misturar a agua destilada ao meio BDA ¢ autoclavar a 121°
C a 1 atm por 20 minutos. Verter aproximadamente 10 mL do meio por placa
descartavel esterilizada. Depois de solidificado o meio, as placas devem ser
invertidas e incubadas a 25 + 2° C por uma noite para secar ¢ para avaliar a condig@o
de esterilidade do meio. As placas preparadas com BDA podem ser estocadas em
local escuro e sob refrigeracéo (2-8° C) por sete dias. Observagao: todas as vidrarias
e solugdes devem ser esterilizadas em autoclave antes de serem utilizadas.

Procedimentos

1. As amostras a serem testadas devem ser colocadas a temperatura ambiente
por 30 a 40 minutos antes do inicio da analise.

2. Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e completar com
90 g do diluente (corresponde a dilui¢do 10"). Devem ser realizadas duas pesagens
para cada amostra ¢ uma série de diluigdo para cada pesagem. A segunda pesagem
deve ser realizada 10 minutos apos a colocac¢do de agua na primeira amostra para
evitar maior tempo de hidratagao.

3. Colocar o frasco com a suspensdo em agitador orbital por 60 minutos a 120
rpm.

4. Colocar o frasco com a suspensdo em banho de ultrassom, por 5 minutos.
O nivel de agua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensio
contida no frasco.

5. Misturar o contetdo do frasco em agitador de tubo de ensaio, colocando e
tirando trés vezes do aparelho quando observar o turbilhonamento da suspensao. Ou
colocar em agitador magnético por 5 minutos.

6. Transferir 1,0 mL da suspensdo contida no frasco (10!), com auxilio de
micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio contendo 9,0 mL de
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diluente (10?). Descartar a ponteira em seguida.

7. Homogenizar o contetido em agitador de tubo de ensaio, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento da suspensdo,
em cada uma das passagens.

8. Para obter a diluigdo 107 repetir os itens 6 e 7 (dilui¢do seriada), utilizando
o tubo da dilui¢do anterior (102).

9. Misturar o conteudo do tubo de ensaio com a suspensdo 10~ em agitador
de tubo de ensaio colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser retirado quando
ocorrer o turbilhonamento.

10. Pipetar imediatamente cinco vezes de 15 pL da diluicdo 107 e/ou 10*em
placas de Petri com meio BDA. Repetir este passo para mais uma placa.

11. Transferir as placas em BOD a 25 + 2° C, no escuro.

12. Apos iniciar a germinacdo (apresenta variacdo de 9 a 20 h apods o
plaqueamento em fung¢do do produto) em uma das placas, colocar uma gota de azul
de lactofenol (8 uL) em cada ponto (local onde foi colocada a diluigdo apropriada)
com a suspensdo (cinco pontos por placa).

13 Contar os conidios viaveis (germinados e ativos ndo germinados — Figura
4) e ndo viaveis nos cinco pontos usando microscopio Optico no aumento de
pelo 400x. Contar pelo menos 100 conidios por ponto. Calcular a taxa média de
viabilidade utilizando a féormula:

Viabilidade (%)=(média do niimero de conidios vidveis das pesagens/total
de conidios) X 100

Deve ser realizado o calculo para cada gota de cada pesagem de cada diluicdo,
separadamente. Posteriormente, obter a média aritmética de cada pesagem.

FIGURA 4 - Observagdo
em microscopio optico dos
conidios vidveis e nao de
Trichoderma sp.
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Repeticao

Devem ser feitas duas pesagens do produto (item 2), sendo que de cada pesagem
deve ser realizada uma diluigdo seriada (itens 6 e 8). Da dilui¢do selecionada, deve-
se colocar cinco gotas por placa em duas placas diferentes (Figura 5).

Produto
Pesagem 1 Pesagem 2
| |
5 gotas de 5 gotas de
15 ulL da 15 ulL da
suspensao suspensao

FIGURA 5 - Esquema das repeti¢des utilizadas na metodologia para analise da qualidade —
viabilidade de conidios.

METODOLOGIA 3 — UNIDADE FORMADORA DE COLONIA
Equipamentos e vidrarias

Frasco com capacidade para 250 mL; tubos de ensaio; tampa para tubo de
ensaio; estante para tubos de ensaio; autoclave; balanga; agitador de tubo de ensaio;
banho de ultrassom com frequéncia de 40 kHz; mesa agitadora para frasco; incubadora
operando 25 + 2 °C (BOD); micropipeta (10 mL, 20 mL, 100 uL ¢ 1000 uL); ponteiras
estéreis para micropipeta (10 mL, 20 mL, 100 uL ¢ 1000 pL); placas de Petri descartavel
esterilizada; alga de Drigalski esterilizada; agitador magnético, barra magnética;
microscopio 6ptico; 1dmina de microscopia e fita adesiva transparente.
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Solucio

Soluc¢ao salina com Tween 80 (diluente): Ingredientes: NaCl P.A.: 9,0 g;
Agua destilada: 1000mL;Tween 80: 1mL. Preparo: em frasco suspender o NaCl
em 1000 mL de agua destilada e acrescentar Tween 80 (0,1%). Misturar bem e
autoclavar o diluente a 121° C ¢ 1 atm por 20 minutos.

Meio de cultura

Meio de Batata Dextrose Agar (BDA) para fungos em geral (Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus e Pochonia
chlamydosporia entre outros): Ingredientes: Mecio de Batata Dextrose Agar
comercial: recomendagédo do fabricante e agua destilada: 1000 mL. Preparo: o modo
de preparo do meio deve seguir a recomendagdo do fabricante. Em frascos misturar
a agua destilada ao meio BDA e autoclavar a 121° C a 1 atm por 20 minutos. Verter
aproximadamente 20 mL por placa descartavel esterilizada. Depois de solidificado o
meio, as placas devem ser invertidas e incubadas a 25 + 2° C por uma noite para secar
¢ para avaliar a condigdo de esterilidade do meio. As placas preparadas com BDA+T
podem ser estocadas em local escuro ¢ sob refrigeragdo (2-8° C) por sete dias.

Meio de Batata Dextrose Agar (BDA +T) para Trichoderma spp. e
Clonostachys rosea entre outros. Ingredientes: Meio de Batata Dextrose Agar
comercial: recomendacdo do fabricante, 1 mL de Triton X-100 e agua destilada:
1000 mL. Preparo: o modo de preparo do meio deve seguir a recomendagao do
fabricante. Em frascos misturar a agua destilada ¢ Triton X-100 (redutor de col6nia)
ao meio de Batata Dextrose Agar e autoclavara 121° C a 1 atm por 20 minutos. Verter
aproximadamente 20 mL por placa descartavel esterilizada. Depois de solidificado
o meio, as placas devem ser invertidas e incubadas a 25 + 2° C por uma noite para
secar ¢ para avaliar a condi¢do de esterilidade do meio. As placas preparadas com
BDA+T podem ser estocadas em local escuro e sob refrigeragdo (2-8° C) por sete
dias. Observagdo: todas as vidrarias e solu¢des devem ser esterilizadas em autoclave
antes de serem utilizadas.

Procedimentos
1. Teste de microgotas:

1.1 As amostras a serem testadas devem ser colocadas a temperatura ambiente
por 30 a 40 minutos antes do inicio da analise.

1.2 Pesar 10 g do produto a ser testado em frasco de 250 mL e completar com
90 g do diluente (corresponde a diluicdo 10"). Devem ser realizadas duas pesagens
para cada amostra e duas séries de dilui¢des para cada pesagem. A segunda pesagem
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deve ser realizada 10 minutos apos a colocac¢do de agua na primeira amostra para
evitar maior tempo de hidratagao.

1.3 Colocar o frasco com a suspensdo em mesa agitadora por 60 minutos a
120 rpm.

1.4 Colocar o frasco com a suspensdo em banho de ultrassom, por 5 minutos.
O nivel de agua do banho de ultrassom deve ultrapassar o volume da suspensio
contida no frasco.

1.5 Misturar o contetido do frasco em agitador de tubo de ensaio, colocando
e tirando trés vezes do aparelho quando observar o turbilhonamento da suspensao.
Ou colocar em agitador magnético por 5 minutos.

1.6 Transferir 1,0 mL da suspensdo contida no frasco (10'!), com auxilio de
micropipeta com ponteira esterilizada para o tubo de ensaio contendo 9,0 mL de
diluente (10-%). Descartar a ponteira em seguida.

1.7 Homogenizar o contetido em agitador de tubo de ensaio, colocando e
tirando trés vezes do aparelho até ser observado o turbilhonamento da suspensao,
em cada uma das passagens.

1.8 Para obter a diluigdo 107 repetir os itens 1.6 ¢ 1.7 (dilui¢do seriada),
utilizando o tubo da diluigdo anterior (10?). Proceder assim repetidamente até
alcancar a dilui¢ao apropriada (uma dilui¢do acima da concentragdo mencionado
pelo fabricante — Quadro 2. Para cada diluicdo deve-se trocar a ponteira da
micropipeta.

1.9 Riscar com caneta de retroprojetor a base das placas contendo meio BDA,
dividindo-as em 4 quadrantes. Em seguida, transferir com micropipeta trés aliquotas
de 20 uL de cada diluigdo preparada para a superficie do meio de BDA de cada um
dos quadrantes, conforme Figura 6.

1.10 Os tubos com as dilui¢cdes devem ser guardados sobre refrigeracao (2-8°
C) por no maximo 48 horas para serem utilizados no teste de unidade formadora de
colonia;

QUADRO 2 - Maximo de diluigdo seriada que deve ser realizado para obtencgdo da diluigdo
apropriada.

Informacio do fabricante Diluir até
10° 106
106 107
107 108
108 10
10° 1010
1010 10-11
101I 10-12
1012 10—13
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FIGURA 6 - Placa de Petri
com meio BDA dividida em 4
quadrante com trés aliquotas de
20 pL de cada dilui¢ao seriada
realizada.

1.11 Esperar para que os 20uL de cada dilui¢ao sejam absorvidos no meio de
cultura e transferir as placas em BOD, por 24 a 48 horas, 25 + 2° C, no escuro, antes
de continuar o procedimento;

1.12 Observar em quais dilui¢des houve o crescimento de colonias do fungo
e selecionar as trés ultimas diluigdes que apresentaram o crescimento do fungo
nas trés gotas das duas pesagens realizadas para a realizagdo do teste de unidade
formadora de colonia.

2. Teste de unidade formadora de colénia (ufc) propriamente dito:

2.1 Retirar os tubos de cultura com as dilui¢des seriadas da refrigeracdo por
30 a 40 minutos antes do inicio da analise.

2.2 Misturar o contetdo dos tubos de cultura com as diluigdes escolhidas
em agitador para tubos de ensaio colocando e tirando trés vezes. O tubo deve ser
retirado quando ocorrer o turbilhonamento;

2.3 Transferir de cada diluigdo apropriada, com uma micropipeta estéril, 100 pL
para a superficie de cinco placas de Petri com meio de cultura (BDA e/ou BDA +T);

2.4 A diluicdo ¢ distribuida uniformemente sobre a superficie do meio com
uma alca de Drigalski esterilizada, imediatamente apds a transferéncia. Para cada
grupo de cinco placas utilizar uma alg¢a de Drigalski.

2.5 Fazer uma placa controle antes de iniciar o item 2.3, espalhando 100 pL da
solucdo salina esterilizada com Tween em placa contendo o meio de cultura (BDA
e/ou BDA +T) com alga de Drigalski esterilizada;

2.6 Incubar as culturas a 25 £ 2° C, no escuro, por 48 e/ou 72 horas.
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2.7 Apbs a incubagdo contar o numero de coldnias crescidas e verificar se
as colonias formadas sdo realmente do fungo presente no produto bioldgico, por
meio da visualizag@o da colonia na placa e das estruturas do fungo em microscopio
optico.

2.8 Para observar em microscopio Optico as estruturas do fungo, pode ser
utilizada uma fita adesiva transparente colocando a parte adesiva sobre a colonia
desenvolvida na placa de Petri com meio de cultura e transferir a fita para uma
lamina de microscopia, com o lado adesivo sobre a lamina. Observar a estrutura
do fungo (geralmente conididforos e conidios) em microscopio Optico em aumento
entre 200 a 500X.

Repeticao

Devem ser feitas duas pesagens do produto (item 1.2), sendo que de cada
pesagem deve ser realizada duas séries de dilui¢do (item 1.6). Das trés dilui¢des
selecionadas, deve-se plaquear cinco repetigdes por dilui¢do (item 2.3) (Figura
8).

FIGURA 7 - Unidade formadora de colonia de Trichoderma harzianum (a direita) e
Paecilomyces lilacinus (a esquerda).

Contagem de colonias
Fazer a contagem do nimero de unidades formadoras de coldnias, por placa,

no tempo de 72 e/ou 96 horas, segundo a féormula: UFC/mL=ntimero médio de
colonias nas placas X dilui¢do escolhida da amostra X 10.
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Produto
| | |
Pesagem 1 Pesagem 2
Diluigdo Diluigdo Diluigdo Diluigdo
seriada 1 seriada 2 seriada 1 seriada 2
Escolher 3 Escolher 3 Escolher 3 Escolher 3
diluicdes diluigdes diluigdes diluigdes
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FIGURA 8 - Esquema das repetigdes utilizadas na metodologia para analise da qualidade —
unidade formadora de coldnia.

IMPORTANCIA DA METODOLOGIA NO PROCESSO PRODUTIVO —
EXEMPLO: BALLAGRO AGRO TECNOLOGIA

A Ballagro Agro Tecnologia Ltda. ¢ uma empresa brasileira que fabrica
e comercializa produtos bioldgicos em todo o pais. Atualmente, o portfolio da
empresa ¢ composto por Ecotrich (7richoderma harzianum para o controle de
Sclerotinia sclerotiorum), Nemat (Paecilomyces lilacinus para o controle de
Meloidogyne incognita), Ballvéria (Beauveria bassiana para o controle de Bemisia
tabaci), Metié (Metarhizium anisopliae para o controle de Notozulia entreriana) e
Predatox (7richoderma harzianum para o controle de Sclerotinia sclerotiorum e
Rhizoctonia solani).

O processo produtivo destes fungos tem as seguintes etapas basicas:
(a) manuten¢do ¢ multiplicagdo da matriz, (b) produgdo massal em arroz, (c)
beneficiamento — retirada dos conidios, (d) formulagdo, (e) lote - embalagem, (f)
transporte — comercializaga@o e (g) controle de qualidade (Figura 9). As metodologias
desenvolvidas no Projeto Qualibio sdo utilizadas integralmente nas diferentes etapas
da produg¢@o e departamentos da empresa (Tabela 1).
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A/G

FIGURA 9. Vista aérea da planta industrial de produtos a base de fungos. (A) manutengdo
e multiplicacdo da matriz, (B) producdo - massal em arroz, (C) beneficiamento — retirada
dos conidios, (D) formulagdo, (E) lote - embalagem, (F) transporte — comercializagao e (G)
controle de qualidade.

Na producdo massal ¢ beneficiamento sdo utilizados as metodologias de
contagem de conidios ¢ viabilidade, com o objetivo de padronizar o indculo que
sera adicionado no arroz ¢ monitorar o processo, detectando possiveis falhas com
rapidez.

Na etapa de formulagdo ¢ utilizada a metodologia de unidade formadora de
colonia. Amostras de 50 g de conidios formulados s@o coletadas e analisadas antes
da liberagdo para a proxima etapa do processo (formagao do lote ¢ embalagem). A
liberacdo s6 ocorre quando o formulado atinge a concentragdo indicada no rétulo do
produto comercial (Tabela 2).
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No final do processo produtivo, amostras de cada lote sdo enviadas para o
Laboratorio de Qualidade com o objetivo de monitorar o lote e armazenar amostras
para fins de fiscalizagdo. O monitoramento ¢ realizado mensalmente até a validade
do produto, por meio da unidade formadora de colonia. Os resultados devem ser
os mesmos indicados no rétulo, caso negativo, o lote ¢ recolhido. No controle de
qualidade, a empresa analisa em média 100 amostras mensais. O custo de analise
por amostra ¢ de R$ 139,00.

Além do processo produtivo, as metodologias sao utilizadas na area regulatoria
e de pesquisa e desenvolvimento. Atualmente, utiliza-se o teste de microgota e
viabilidade de conidios para selecdo de produtos para formula¢do; e a unidade
formadora de colonia e contagem de conidios para os testes de vida de prateleira de
novos produtos ¢ para o processo de registro dos produtos nos 6rgéos competentes.

CONSIDERACOES FINAIS

O controle bioldgico teve um grande avango nos ultimos anos no Brasil.
Houve aumento do uso no campo, aceitagao pelos produtores, melhoria na qualidade
dos produtos comercializados, desenvolvimento de metodologia para avaliagdo da
qualidade dos produtos, conquista na area de registro (indicagdo por alvo biologico
e dispensa do uso da caveira e das duas tibias cruzadas em rétulo, bula e embalagem
de produtos Classe Toxicologicas III e 1V), aumento do nimero de produtos
registrados ¢ em fase de registro, avancos na pesquisa e desenvolvimento de novos
produtos, etc.

O controle de qualidade dos produtos bioldgicos pelas empresas colaborou
com a atual situag@o, pois sem um controle eficiente ¢ dificil colocar produtos de
qualidade no mercado. Agora, falta oficializar ¢ padronizar as metodologias de
analise de conformidade e controle de qualidade de produtos bioldgicos pelos drgaos
competentes. Assim, facilitara a fiscaliza¢do, o registro de produtos bioldgicos,
analise da concentragao pelos laboratdrios e comparagdo dos resultados de pesquisa
na area.
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Desafios para o mais amplo uso do
controle biolégico no Brasil

Pedro A. J. Faria Jr.

INTRODUCAO

O ambiente rural sempre foi organizado em torno de quatro aspectos principais,
que sdo a fungdo primordial de produgao de alimentos, a agricultura como atividade
principal, a organizagdo social em torno de familias com padrdes de comportamento
¢ valores muito peculiares e, por fim, uma paisagem que, no passado, refletia o
equilibrio entre os ambientes naturais ¢ as areas cultivadas.

O avango da urbanizagdo, principalmente depois da Revolucdo Industrial,
mudou a forma como a civilizagdo passou a se organizar; novas atividades
profissionais, novas relagdes interpessoais ¢ novos valores passaram a se impor,
retirando do mundo rural a centralidade econdmica e social. Ao contrario, este
passou, gradativamente, a representar uma realidade arcaica e atrasada, ¢ o ambiente
urbano se revestiu de uma aura de sofisticacdo, modernidade e riqueza. Além da
funcdo primordial de abastecer os crescentes centros urbanos com alimentos e de
servir de refagio as populagdes urbanas em épocas de crise, o meio rural passou
também a representar uma fonte de mao-de-obra barata ¢ desqualificada para as
atividades desempenhadas nas cidades. Iniciava-se, lentamente, o éxodo rural que
se consolidaria 200 anos depois. Assim, se no inicio dos anos 1800 apenas 3% da
populagdo mundial vivia em centros urbanos, no final da década de 1940, em pleno
p6s II Guerra Mundial, os paises desenvolvidos ja tinham de 40 a 60% da populagao
em suas areas urbanas, embora a média mundial ndo chegasse a 30%, influenciada
pelas baixas taxas de urbanizacdo da Asia e da Africa. No inicio dos anos 60, a
média de populagdo urbana ja alcangava mais de 40%.

Engenheiro Agronomo, Presidente da ABCBio — Associacdo Brasileira das Empresas de
Controle Bioldgico, Imperatriz Leopoldina 957, sala 304, Vila Leopoldina, Sdo Paulo SP /
Brasil, 05305-011, E-mail: pedro.faria@acultivar.com.br
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E certo que as demandas do mercado costumam direcionar os investimentos
necessarios a evolucdo tecnoldgica, e neste sentido alguns setores da economia
sempre acabam beneficiados pela prioriza¢ao de recursos. A civilizagdo moderna
vem presenciando uma evolugdo tecnologica de ritmo alucinante durante os ultimos
cem anos, e esta evolugdo constante ocorre em todas as areas de conhecimento;
mas com a urbanizagdo crescente do mundo moderno, as demandas de consumo
dos grandes centros urbanos passaram a receber muito mais atengdo de empresas ¢
investidores, pelo retorno financeiro que delas decorria.

Embora as técnicas agricolas viessem evoluindo gradativamente, podemos
afirmar que o primeiro grande marco do desenvolvimento tecnoldgico agricola veio
somente com o evento que ficou conhecido como Revolu¢do Verde. Um amplo
programa que combinava uso de fertilizantes quimicos, defensivos, melhoramento
genético de plantas, mecanizagdo ¢ economia de escala foi concebido inicialmente na
década de 1940 para resolver problemas de produtividade no México, mas macigos
investimentos capitaneados pela Fundagdo Rockfeller levaram o conceito para o
restante do mundo a medida que grandes empresas aumentavam os investimentos
em pesquisa e desenvolvimento de novos produtos. Fertilizantes e defensivos
quimicos passaram a ser usados de forma crescente e, de fato, os resultados obtidos
foram extraordinarios, com elevagdo das produtividades e da sanidade das lavouras.

No Brasil, a criagio da EMBRAPA em abril de 1973 abriu caminho para
a modernizacdo do ambiente rural brasileiro nos moldes preconizados para uma
agricultura de grande escala. De uma produgéo agricola que mal alcangava os 50
milhdes de toneladas de graos por ano, em quatro décadas o pais quadriplicou sua
producdo. Pesquisas antes focadas no desenvolvimento regional pelos institutos de
pesquisa estaduais passaram a ganhar alcance nacional, ¢ o cerrado passou a ser
estudado como a principal fronteira agricola a ser explorada. Também aqui, o uso
dos defensivos e fertilizantes quimicos se tornou pratica obrigatoria para alcangar
altas produtividades, ¢ o conceito de controle bioldgico ndo teve a atengdo que
merecia.

A TUnica excecdo talvez tenha sido a cultura da cana-de-agucar. Com o
crescimento da area plantada a partir da implantagdo do Pro-Alcool, na década
de 70, os canaviais passaram a ser tratados com fungos entomopatogénicos para
controle de cigarrinha-da-cana e com parasitoides da broca-da-cana para controle
desta importante praga. Este programa se consolidou como o maior programa de
controle biologico do mundo, tendo alcangado provavelmente mais de 3 milhdes
de hectares tratados.

Atualmente, com a produgdo nacional batendo os 200 milhdes de toneladas
de grios por ano, para onde vamos? A hegemonia do controle quimico puro parece
estar chegando ao final. A populagdo urbana, a mesma que nos primordios do século
XX encarava o mundo rural como o exemplo do atraso ¢ que criou a demanda para
inacreditaveis avangos tecnologicos, passou a pressionar o campo por alimentos
livres de residuos quimicos ¢ por praticas agricolas de menor impacto ambiental.
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As pragas agricolas, ap6s décadas de pressdo de selecdo pelo uso descontrolado
de defensivos quimicos, parecem ter atingido niveis de resisténcia genética
instransponiveis pelo atual modelo de produgdo. A preservacdo do ambiente e das
fontes de agua potavel exige, a cada dia mais, a adog¢do de praticas de manejo mais
racionais. Os produtores rurais, em boa parte, alcangaram padrdes empresariais
e, impulsionados pelos pregos de commodities agricolas, se enriqueceram ¢ se
modernizaram. Seus filhos frequentaram universidades e voltaram para as fazendas
para implantar novos conceitos de condugdo do agronegdcio. A informatica e a
agricultura de precisdo trouxeram a possibilidade de controles e otimizagdo de uso
de insumos nunca sonhados pelos agricultores da era da Revolugdo Verde.

O Controle Biologico de Pragas emerge deste cenario como a alternativa
técnica viavel para uma agricultura equilibrada e ambientalmente responsavel, a
EMBRAPA ¢ os institutos estaduais de pesquisa, que ao longo de todos estes 40
ou 50 anos mantiveram em seus bancos de genoma 0s micro € macro organismos
prospectados e isolados ao longo do tempo, passaram a disponibiliza-los para
empresas interessadas em desenvolver formulagdes comerciais de defensivos
bioldogicos. Em 2007, os pesquisadores que lideravam as pesquisas da EMBRAPA
com ativos biologicos incentivaram a criagdo de uma associagdo de fabricantes que
pudesse representar o setor. Nascia a ABCBio — Associagdo Brasileira das Empresas
de Controle Bioldgico, que hoje conta com 23 empresas associadas, incluindo as
grandes multinacionais do setor de defensivos quimicos.

Hoje, presencia-se o uso de ativos bioldgicos de controle formulados de acordo
com avancgadas técnicas de manipulagdo, que fazem com que eles manifestem no
campo a mesma eficiéncia verificada nos laboratdrios. Investimentos em pesquisa
¢ tecnologia permitem que um produto bioldgico bem formulado seja tdo ou
mais eficiente que um defensivo quimico recomendado para a mesma praga alvo.
O uso dos agentes bioldgicos de controle em sistemas de Manejo Integrado de
Pragas viabilizou economicamente o cultivo de espécies que em passado recente
sofreram prejuizos miliondrios devido a ocorréncia descontrolada de pragas antes
consideradas secundarias ou ao aparecimento de populagdes resistentes de pragas
antes sensiveis aos defensivos quimicos.

A adogdo ampla do controle bioldgico parece ser apenas uma questdo de
tempo, mas ndo vira sem o esfor¢o coordenado de sua cadeia produtiva. A seguir
serdo apresentados os problemas considerados criticos e que exigem imediata
corregdo para permitir o crescimento deste mercado no Brasil.

O registro de produtos biolégicos no Brasil e a pirataria

O registro de produtos para tratamento fitossanitario de culturas agricolas €
regulamentado pela Lei 7.802 / 1989 e pelo Decreto 4.074 / 2002. De acordo com
estas normas, os produtos biologicos sdo considerados como afins dentro das regras
que regulamentam o registro dos defensivos quimicos. Alguns avangos especificos
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para os produtos bioldgicos foram alcangados posteriormente, com a publicagdo da
Instrugdo Normativa Conjunta n°. 3, de 2006, que definiu especificamente o que é
um agente biologico de controle, e mais recentemente com o Ato niimero 6 / 2014,
que regulamentou o registro desta classe de produtos por praga alvo, ¢ ndo mais por
cultura.

No entanto, o processo de registro talvez seja, atualmente, o maior dos
entraves ao uso dos produtos biologicos. Além dos custos serem altos, a tramitagdo
do processo ¢ lenta e depende de uma avaliagdo colegiada envolvendo o Ministério
da Agricultura, a ANVISA e o IBAMA. Com insuficiéncia de técnicos e falta de
treinamento especifico para a avaliagdo de bioldgicos, os processos frequentemente
travam com pedidos de exigéncias sobre assuntos ja devidamente esclarecidos pela
pesquisa. Ainda que a legislagdo determine um prazo maximo de 120 dias para a
manifestacdo do MAPA a partir da submissdao do pedido de registro, este prazo
nunca ¢ cumprido. Raramente um registro ¢ aprovado em prazo inferior a 3 anos, ja
que ao menos 1 ano ¢ gasto com ensaios de eficiéncia agrondmica.

Esfor¢os tém sido envidados pelos trés orgdos reguladores no sentido de
abreviar os prazos de registro, mas por enquanto os efeitos ndo foram sentidos a
ndo ser em casos pontuais. Mas existe a firme decisdo dos orgaos reguladores no
sentido de ajustar os processos e priorizar de fato a analise dos pedidos de registro
de bioldgicos, o que ¢ encorajador. A necessidade de registro ¢ inquestionavel, para
evitar uma desregulamentacdo do mercado que teria efeitos devastadores sobre a
credibilidade dos produtos bioldgicos, mas ja passa da hora de ser publicada uma
norma especifica para os produtos bioldgicos.

Uma alternativa poderia ter sido o registro de produtos através da COAGRE,
a Coordenacdo de Agroecologia da Secretaria de Desenvolvimento Agropecudrio
e Cooperativismo, que ¢ o setor do MAPA que cuida dos assuntos de agricultura
organica. Este sistema, criado para facilitar os estudos iniciais através da publicagdo
pelo proprio Ministério das especificagdes de referéncia dos produtos, acabou sendo
mais lento do que a via de registro convencional, novamente por falta de fiscais
federais agropecuarios em quantidade suficiente para dar conta da demanda que se
criou.

As dificuldades criadas pelo processo de registro resultam em um quadro
perverso. As empresas legalmente regularizadas deixam de comercializar seus
produtos por falta de registro, a0 passo que as empresas ilegais ndo sofrem
fiscalizagdo ¢ comercializam livremente produtos sem registro, concorrendo de
forma desleal e oferecendo com frequéncia produtos de baixa qualidade. Por falta
de recursos humanos e materiais, 0 MAPA somente realiza as fiscalizacdes se as
empresas ou produtos irregulares forem formalmente denunciados.

A oferta e comercializagdo de produtos bioldgicos ilegais, alids, esta
intimamente ligada aos problemas com registro, ¢ ¢ outro desafio a ser vencido.
Para ndo enfrentar a fila de registro, empresas inidoneas colocam seus produtos
no mercado sob outra classificacdo, como fertilizante ou inoculante, por exemplo,
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ou simplesmente ndo registram ¢ divulgam como se se fosse registra. Quando
pressionadas, estas empresas alegam que, sendo o registro demorado demais ¢ a
fiscalizacdo insuficiente, ¢ economicamente vantajoso iniciar a comercializagao
ilegalmente e conduzir em paralelo o processo de registro.

Mas quais podem ser os riscos representados por um produto nio registrado?
O primeiro aspecto diz respeito a qualidade. Para que um ativo bioldgico seja
eficiente no campo tanto quanto ¢ em laboratorio, ¢ necessaria a formulacdo
cuidadosa de um produto comercial. Formulagdes de ma qualidade ou de baixa
tecnologia prejudicam o desempenho do produto comercial, mesmo que o ativo
seja biologicamente eficiente. Por isso os 6rgdos reguladores exigem ensaios de
eficiéncia agronomica conduzidos em ambientes diferentes, e os resultados destes
ensaios devem passar por analise estatistica. Um produto ilegal ndo passa por este
crivo técnico e, portanto, sua eficiéncia no campo ¢ questionavel.

Mas esta ndo ¢ a unica restricdo. Ha a questdo da pureza, tdo ou mais importante
do que as provas de eficiéncia agrondmica. As biofabricas de defensivos biologicos
precisam seguir normas estritas de seguranga ¢ de assepsia para assegurar que o
microrganismo vendido ¢é realmente aquele que estd contido na embalagem que
chega ao consumidor final. H4, ainda, regulamentagdes ambientais para garantir
que ndo haja contaminagéo no entorno das unidades industriais. Parece banal, mas a
falta de preocupagdo com qualidade e seguranga ambiental de algumas instalagdes
que formulam bioldgicos irregularmente ¢ alarmante. Sem nenhum cuidado com
as instala¢des, ndo ha como garantir que ndo haja contaminagdo das estruturas de
reproducdo de fungos ou bactérias com microrganismos indesejados. O resultado ¢
que a eficiéncia destes produtos irregulares pode ndo ser a esperada, seja por baixa
concentra¢do do ativo, seja pela presenca de microrganismos contaminantes que
podem ser antagdnicos ao microrganismo que se pretende inocular no campo.

Outra questdo muito séria ¢ a pratica de reproduzir na fazenda o ativo bioldgico
contido em um produto comercial registrado, através de kits de fermentagédo liquida
vendidos no mercado como se fossem a solugdo final para redugdo do custo de
producdo. Além de ndo serem registrados e ndo terem nenhuma garantia de concentragdo
dos ativos biologicos que os compde, os produtos assim formulados podem representar
risco ocupacional para os colaboradores envolvidos na sua fabricagdo, ¢ em caso
de contaminagdo com agentes patogénicos, acabam contaminando a lavoura que
supostamente deveriam proteger ¢ até mesmo o produto final colhido, passando a
representar risco para a seguranga alimentar do consumidor final.

Além das questdes de assepsia ¢ de pureza ja abordadas acima, ha outro
aspecto, de ordem legal: trata-se da observancia da Lei de Acesso ao Patrimonio
Genético. Segundo esta lei, a coleta, a prospeccdo, o desenvolvimento de produto
¢ a comercializagdo de organismos vivos e de suas partes, coletados em territorio
nacional, deve se submeter a regulamentacdo especifica e pagar as taxas definidas
em lei. Reproduzir um microrganismo sem respeitar esta legisla¢do, ¢, no minimo,
questionavel.
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A pratica da pirataria de produtos biologicos pode levar ao descrédito da tecnologia,
prejudicando o trabalho sério de pesquisa e desenvolvimento conduzido pelos fabricantes
legalmente constituidos e pelos institutos de pesquisa oficial, que infringe a legislagao
e configura a pratica de concorréncia desleal, e ndo se pode continuar ignorando estas
irregularidades, como se fossem de pouca importancia. E dever do governo ¢ das
empresas do setor combater com firmeza esta pratica condenavel.

Pesquisa e desenvolvimento

A agricultura em ambiente tropical se caracteriza por uma enorme pressao
de pragas sobre as plantas cultivadas. Para combaté-las, ¢ necessario dispor de um
verdadeiro arsenal de ferramentas dos mais variados tipos, ¢ ¢ o uso racional e
combinado destas ferramentas que chamamos de Manejo Integrado de Pragas.

Para que o controle bioldgico ganhe cada vez mais espago neste contexto
de manejo, ¢ fundamental que se tenha um maior nimero de ativos biologicos
registrados disponiveis. O Brasil conta neste ano de 2016 com 119 produtos
registrados por 63 empresas, mas apenas 20 ativos bioldgicos compdem esta lista,
sendo 5 deles insetos ou acaros.

E necessério, portanto, ampliar esta lista. Ativos biologicos ndo faltam, basta
ver a lista disponivel na Europa, por exemplo, ou consultar o banco de dados do
CENARGEN — EMBRAPA. Por que entdo ndo se tem maior variedade de ativos
biologicos no Brasil?

Parte da resposta provavelmente esta nas dificuldades resultantes do processo
de registro, longo e complicado do ponto de vista administrativo e que, embora seja
muito mais barato do que o registro de um produto a base de um ativo quimico,
ainda assim pode requerer recursos relevantes cujo acesso ¢, as vezes, dificil para
uma empresa de pequeno porte.

O primeiro passo ¢, sem davida, criar uma legislagdo especifica para produtos
biologicos com uma via de registro separado dos defensivos quimicos, fato ja
abordado na secdo anterior. Mas esse ndo € o unico problema. Talvez seja o primeiro
da lista, atrasando o desenvolvimento de todo o resto, mas hd muito mais a fazer.
Deve-se olhar para as estratégias das grandes empresas ligadas a protegdo de plantas
para entender melhor o processo de marketing, fundamental para o desenvolvimento
de qualquer mercado. E preciso um profissionalismo maior no desenvolvimento de
mercados, e as empresas precisam estar prontas para apresentar solu¢des realmente
eficientes para o controle das pragas.

O discurso conservacionista, de viés ecoldgico, quase ideologico, sem
fundamento cientifico sélido, ndo faz das pragas agricolas organismos menos
agressivos. E preciso investir pesadamente em desenvolvimento de estratégias de
mangjo realistas, baseadas em pesquisas cientificas que possam comparar dados com
rigor estatistico e apresentar indicagdes seguras do uso dos defensivos bioldgicos,
sob pena de gerar descrédito em relagdo a esta tecnologia.
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E inegavel que existem pragas e doengas de plantas cujo controle através das
ferramentas biologicas disponiveis ¢, atualmente, ineficiente. E preciso prospectar
novos ativos bioldgicos, ou desenvolver ativos ja isolados e ainda nao estudados,
e esse papel tem sido desempenhado pelos institutos oficiais de pesquisa e pela
iniciativa privada, mas o caminho a percorrer ¢ longo.

O Laboratério de Quarenta “Costa Lima”, situado na EMBRAPA Meio
Ambiente, em Jaguaritina, S3o Paulo, deveria ser mais acionado para o acesso a
novos micro ¢ macro organismos visando o controle de pragas para as quais ainda
ndo temos ferramentas biologicas adequadas. Dispondo de excelente estrutura
fisica e humana, este laboratério introduziu entre 1991 e 2013 um total de 773
espécies de organismos vivos destinados a controle bioldgico e mantém em suas
colegdes todos os predadores e parasitoides considerados aptos para introdugdo no
pais. Os microrganismos que foram introduzidos estdo depositados na Fundacédo de
Pesquisa Tropical André Tosello, em Campinas, Sdo Paulo, de acordo com o site da
EMBRAPA.

Na tabela 1 estdo detalhadas as introdu¢des realizadas entre 1991 ¢ 2013, e
demonstra a grande diversidade de organismos disponiveis para controle de pragas
agricolas disponiveis para desenvolvimento e pesquisa.
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A pesquisa e desenvolvimento de novas técnicas de criagdo e de liberagdo
de macrorganismos também podem contribuir de forma decisiva para a adog¢ao do
controle bioldgico em larga escala. Pode-se tomar como o exemplo a liberagao do
parasitoide de ovos Trichogramma sp. O uso deste inseto tomou grande impulso
no Brasil na década de 90, com pesquisas desenvolvidas na Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queirdéz”, da Universidade de Sao Paulo, e no Centro de
Pesquisa do Tropico Semi-Arido, da EMBRAPA. Na época, um projeto de controle
da traca-do-tomateiro (7uta absoluta) orientado pela Dra. Francisca Nemaura
Pedrosa Hajji no municipio de Santa Maria da Boa Vista, em Pernambuco, ¢ no
municipio de Curaga, na Bahia, envolvia o uso do parasitoide em uma area total
de 1.400 hectares, ¢ a liberagdo era manual, exigindo grande contingente de mao-
de-obra. Seria impensavel recomendar um programa do mesmo tipo em areas
maiores do que aquela, usando mao-de-obra intensiva, apesar da grande eficiéncia
de controle demonstrada em area tdo expressiva. Atualmente, 0 mesmo parasitoide
pode ser liberado mecanicamente, em capsulas langadas no campo, ou ainda através
de drones, pela dispersdo das pupas cuja eclos@o ocorre em poucas horas apds a
liberag@o. Os drones aplicam aproximadamente 150 hectares por hora, percorrendo
em apenas um dia uma area que era coberta por 60 a 80 pessoas em 4 dias de
trabalho.

Como resultado, hoje pode-se recomendar o uso do Trichogramma pretiosum
em grandes areas, com rendimento equivalente a aplicacdo tratorizada de defensivos
liquidos. E perfeitamente possivel, por exemplo, configurar um programa de Manejo
Integrado de Pragas para controlar todo o complexo de lagartas da soja utilizando
parasitoides de ovos, bactérias da espécie Bacillus thuringiensis ¢ um nico ativo
quimico seletivo, com minimo ou nenhum impacto sobre a populagdo de inimigos
naturais e de abelhas, ¢ sem desenvolver resisténcia nas populagdes das pragas.

Outros desenvolvimentos do mesmo tipo, com o objetivo de melhorar a
tecnologia de liberagdo de predadores e parasitoides, certamente abrirdo novas
portas para a adog¢do da tecnologia. No entanto, se considerar-se a ocorréncia de
outras pragas, como percevejos ou mosca-branca, para continuar usando a soja
como exemplo, o controle biologico sozinho ndo terd a mesma eficiéncia, e serdo
necessarias pesquisas adicionais e o desenvolvimento de novas solugdes como o
desenvolvimento de produtos baseados em outros insetos como o Orius insidiosus
(Figura 1).

Na area do controle de doengas de plantas, tem-se também um enorme campo
a explorar. Se ¢ verdade que o controle de doengas de solo ¢ hoje um mercado
bastante explorado pelas empresas de controle biologico, tendo o Trichoderma sp
como o ativo bioldgico mais utilizado, entretanto, tem-se ainda grandes lacunas a
preencher no campo de controle de doencas foliares.

Considerando-se os dados disponibilizados pelo SINDIVEG referentes ao ano
de 2015, nota-se que pouco mais de 30% do faturamento total do setor em 2015 se
referem a venda de fungicidas, e que a cultura da soja responde por 52% das vendas
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de defensivos de todas as classes. Segundo dados do Consorcio AntiFerrugem, na
primeira década de sua ocorréncia, a Ferrugem-Asiatica-da-Soja levou ao consumo
de US$15 bilhdes em fungicidas, e a busca pela produtividade de 100 sacas por
hectare devera levar a alteracdes na disposi¢@o espacial de plantas que favorecem
ainda mais a ocorréncia da doenga. Esses nlimeros mostram o exemplo do potencial
de mercado de fungicidas bioldgicos que possam entrar no sistema de manejo da
Ferrugem-Asiatica-da-Soja e a importancia das pesquisas direcionadas para este
segmento.

A importancia do assunto aumenta ainda mais se lembrarmos que a ascensdo
da lagarta falsa-medideira da soja (Chrysodeisis includens) a condigdo de praga
principal deve-se provavelmente a um desequilibrio causado pelo uso de fungicidas
para o controle das doengas foliares da soja, que causaram a queda na populagio
de fungos entomopatogénicos (Figura 1) de ocorréncia natural, como Nomuraea
rileyi que parasita a lagarta falsa-medideira-da-soja (Figura 2). Assim, o uso de
ferramentas de controle biologico de doengas foliares poderia também trazer de
volta um maior equilibrio na populac@o de lagartas desfolhadoras e outros insetos.

Todavia, € necessario considerar que toda a pesquisa precisa de um elo de
ligacdo com o campo. O Brasil tem hoje um enorme déficit na sua estrutura de
extensdo rural, o qual sera discutido na proxima se¢ao.

FIGURA 1 - Ocorréncia natural do predador Orius insidiosus em soja sob Manejo Integrado
de Pragas na regido a Alta Mogiana, SP, safra 2014/2015. Apesar do potencial de uso deste
inseto no combate a pragas de habito criptico, até hoje ele ndo esta registrado no Brasil. Foto:
Pedro Faria Jr./Arquivo pessoal.
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FIGURA 2 - Lagarta falsa-medideira-da-soja parasitada pelo fungo Nomuraea rileyi. Este
entomopatdgeno de ocorréncia natural teve sua populagio bastante reduzida devido ao uso
intenso de fungicidas quimicos. O controle bioldgico de doengas de plantas pode reverter
este quadro. Foto: Arquivo EMBRAPA SOJA via AGEITEC — Agéncia EMBRAPA de
Informagédo Tecnologica.

As deficiéncias da extensdo rural no Brasil

O Brasil vem sentindo ha anos a falta do elo entre a estrutura de pesquisa
oficial e o campo. O papel da extensdo rural foi gradativamente passado para a
iniciativa privada, representada pelas grandes fabricantes de insumos agricolas.
A primeira vista o resultado parece ter sido bom, visto que a produgdo agricola
brasileira quadriplicou nos ultimos quarenta anos.

Mas uma visao mais detalhada do panorama agricola desvenda problemas que
se enraizaram profundamente na estrutura produtiva do pais. Deixou de existir o elo
direto que ligava a pesquisa cientifica ao campo. Os agronomos extensionistas da
rede oficial foram em grande parte substituidos pelos os agronomos das revendas
de defensivos. Embora detenham em geral uma grande experiéncia de campo, seu
treinamento técnico de atualizagdo ¢ muito mais voltado para a agdo de vendas do
que para a atualizagdo cientifica, e o foco do seu trabalho ¢ o cumprimento das
metas de vendas, ¢ ndo a divulgacdo da pesquisa cientifica.

O profissional se torna, desta forma, o agente de uma estrutura comercial, € ndo
um extensionista propriamente dito. Se o resultado final deste modelo em termos de
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produgdo bruta do pais mostrou evolugdo indiscutivel ao longo das ultimas quatro
décadas, deve-se analisar com mais atencdo os custos de produgdo e os problemas
ambientais dele decorrentes.

Com a mesma intensidade com que tem-se visto o aumento das produtividades,
cresce também a ocorréncia de pragas resistentes as moléculas quimicas. Episodios
recentes com a Helicoverpa armigera (Figura 3) no oeste baiano a partir do final de
2013 escancararam a gravidade do problema. As vendas adicionais de defensivos
quimicos explodiram, e ainda assim os prejuizos acumulados dos produtores
ultrapassaram a marca do bilh@o de reais. As produtividades cairam e os custos de
producdo tornaram-se proibitivos.

FIGURA 3 - Larva de Helicoverpa armigera em lavoura de soja durante a safra 2013/2014.
Foto: Pedro Faria Jr./Arquivo pessoal.

O jogo s6 comegou a virar no momento em que a EMBRAPA e pesquisadores
de universidades e institutos estaduais de pesquisa entraram em campo, divulgando
o conhecimento cientifico e racionalizando as medidas de controle com as
ferramentas disponiveis. O Manejo Integrado de Pragas, relevado em segundo
plano pela extensdo rural privada anos antes, voltou a ocupar lugar nas publicagdes
especializadas e no noticiario técnico.

Dentre as ferramentas disponiveis para compor as estratégias de um Manejo
Integrado de Pragas, os ativos bioldgicos de controle sdo indispensaveis para manejo
de resisténcia de populagdes. Mesmo o uso de variedades de plantas transgénicas,
inicialmente consideradas como a solug@o para o manejo das pragas, se mostrou
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insuficiente quando empregado de forma isolada. Usadas sem o critério correto, as
chamadas variedades Bt acabaram por selecionar espécies e populagdes resistentes
aos genes Cry nelas introduzidos, obrigando ao controle adicional. A falta de mais
ferramentas bioldgicas para controle de doengas foliares tornou ainda maior a pressao
de lagartas desfolhadoras, devido a supressao populacional de entomopatégenos como
o fungo Nomureae rileyi, controladores naturais destes insetos.

Pode-se dizer, na atual conjuntura econémica do Brasil, que ¢ utopia a ideia
de ter de volta ao campo os extensionistas oficiais, mas talvez possamos usar com
mais intensidade as fundagdes de pesquisa ou até criar servigos de extensdo rural
ativo dentro das universidades, a exemplo do que se faz nos EUA. Basta visitar um
site de universidade americana que se encontra com facilidade o acesso aos servigos
de extensdo. Os técnicos vdo realmente para o campo ¢ desempenham o papel de
divulgar a tecnologia e interagir intensamente com os produtores rurais. Temos
visto isso acontecer no Brasil em 6rgaos como a Empresa de Pesquisa Agropecuaria
de Minas Gerais (EPAMIG) ¢ a Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios
(APTA), para citar dois exemplos, mas nos parece que estes programas sao pontuais
e pouco abrangentes, dependendo inclusive da agdo individual de pesquisadores.

Capacitacao técnica de agentes comerciais

O maior desafio do setor de bioldgicos sera a adequada capacitagdo técnica e
comercial dos agentes que o representam. Em geral os agronomos saem da faculdade
sem formacdo na area de controle bioldgico, embora em muitas delas haja cursos de
pos-graduacao voltados para este campo do conhecimento.

Como muitos agronomos acessam o mercado de trabalho imediatamente apds
o final do curso de graduagdo, acabam sem ter o conhecimento necessario para usar
os produtos biologicos em cultivos comerciais. E muitos destes profissionais acabam
justamente como técnicos vendedores das revendas de defensivos. Os fabricantes de
produtos biologicos terdo que suprir esta deficiéncia para ter acesso ao mercado.

Isso certamente ja vem sendo feito, devido ao o crescimento que tem-
se observado no mercado de bioldgicos. Mas ainda depara-se no campo com
produtores rurais que desconhecem ndo s6 o controle bioldgico, como também o
Mangejo Integrado de Pragas. Enquanto este panorama ndo mudar, provavelmente a
adocdo do controle biologico ficara restrita a nichos de mercado, como os chamados
HF e outras especialidades.

Os numeros escancaram a desigualdade: o setor de prote¢do de plantas
movimentou no Brasil em 2015 o total de 6,5 bilhdes de dolares em inseticidas,
fungicidas, acaricidas ¢ outros, mas apenas 1 a 2%, foram gastos com produtos
biolégicos, isto excluindo os herbicidas.

Dados disponibilizados pelo SINDIVEG (Tabela 2) ddo uma ideia clara do
potencial de crescimento do mercado de defensivos bioldgicos pelo simples aumento
do Market Share, principalmente no segmento dos inseticidas e fungicidas:
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A mesma pesquisa mostra que a soja, a cana, o milho ¢ o algodao sdo
responsaveis por 79% do valor total comercializado, sendo a soja o maior mercado,
com 52% do total.

Aproveitar as oportunidades deste cenario exigirda a combinagdo de
conhecimento técnico com programas de marketing e desenvolvimento de
mercado. E o Manejo Integrado de Pragas ¢ atualmente a tinica porta de entrada
para o mercado dos produtos voltados a protecdo de plantas. No atual estado
da tecnologia de bioldgicos ndo ha como, em grandes plantios comerciais,
viabilizar o controle adequado de pragas ¢ doengas sem utilizar os defensivos
quimicos. Mas € possivel combinar o uso de microbioldgicos e macrobiologicos
com defensivos quimicos eficientes e seletivos, criando um sistema de manejo
efetivo e de custo adequado, que mantenha as infestagdes de pragas ¢ doengas
abaixo do nivel de dano econémico e traga resultado financeiro favoravel para
o produtor rural.

E neste ponto outro alerta emerge dos dados apresentados no quadro acima.
A queda de vendas de defensivos quimicos verificada em 2015, uma redugdo de
mais de 20% sobre o volume de 2014, deve-se, segundo o proprio SINDIVEG,
ao encarecimento dos produtos em Real, a escassez de crédito aos produtores e
as ilegalidades praticadas no setor. A difusdo das variedades transgénicas de
soja e milho também afetou negativamente as vendas de inseticidas, e 0 mesmo
comportamento foi sentido no mercado dos bioldgicos.

No entanto, tem-se observado um crescimento no mercado de biologicos
para controle de doengas de plantas; parte disso se deve ao uso cada vez maior
do fungo Trichoderma spp. no controle de doengas de solo das grandes culturas,
mas ha outros fungos e bactérias despontando com grande potencial. E necessario
continuar a investir neste segmento, cuja demanda ¢ enorme.

Os fabricantes ¢ agentes comerciais devem assumir conjuntamente a tarefa de
divulgar e difundir o uso dos bioldgicos como ferramentas do MIP, fazendo chegar
aos produtores rurais o resultado das pesquisas geradas nos institutos de pesquisa. E
um investimento indispensavel se o setor quiser consolidar e expandir sua posi¢ao
no mercado.

No entanto, novamente surge a sombra da ilegalidade quando analisamos este
assunto. Como competir em igualdade de condigdes quando se tem, de um lado,
produtos registrados com regras claras e restritivas no que se refere a técnicas de
propaganda e embalagem, e de outro, produtos ilegais que se utilizam de todo o
arsenal de midia livremente? Como amortizar os elevados custos de registro de
um produto se um outro, similar, acessa o mercado sem este custo adicional tdo
importante?

O setor precisa urgentemente que as autoridades combatam com firmeza a
ilegalidade e a pirataria dos produtos bioldgicos, sob pena de ndo s6 compactuarem
com esta ilegalidade, como também de atrasarem ainda mais a consolidagdo do
mercado dos produtos legalizados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Talvez se esteja vivenciando hoje, quase 80 anos depois dos primoérdios da
dita Revolugdo Verde, outra revolugao agricola. Pode-se pensar que os agentes desta
revolugdo sao as ferramentas da agricultura de precisdo, da engenharia genética ou
das técnicas de mecanizagdo agricola que livraram o homem das tarefas mais pesadas
do trabalho no campo. Todos estes avangos sdo de extrema relevancia e realmente
contribuiram para alterar definitivamente o padrao tecnologico da agricultura. De
exemplo de arcaismo, o ambiente rural vem se transformando ha anos em meio
de expressdo dos mais diversos avangos tecnoldgicos, ¢ continua mostrando o seu
potencial de criar riquezas ¢ suprir o mundo com os produtos primarios sem 0s
quais nenhum de nos sobreviveria.

No entanto, qual seria realmente o maior agente desta nova revolugdo? O
historiador Paul Freedman, professor de pos-graduagio em Yale, ao analisar o colapso
do Império Romano, ressaltou que nenhuma civilizagdo percebe de imediato os
agentes de uma grande mudanga que ndo decorra de uma ruptura brusca e violenta.
Ao contrario, as mudangas graduais sdo reconhecidas e totalmente compreendidas
somente décadas depois, sob o olhar critico ¢ a analise de observadores externos ¢
isentos.

Sob este ponto de vista, pode ser que dentro de mais 40 ou 50 anos a sociedade
moderna venha a reconhecer, ao olhar para o passado, que a nossa geragdo
implementou aquela que pode vir a ser um dos maiores marcos da agricultura
moderna: uma verdadeira Revolugdo Biologica, que tenha resolvido de forma
sustentavel o problema da protegdo de cultivos, permitido assim que todas as outras
tecnologias aplicadas ao campo tivessem um meio de manifestagdo de seu potencial.
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Doutor e empreendedor: os desafios para o
poés-graduado abrir sua empresa
de controle biolégico
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O presente capitulo foi produzido pela diretoria da Biovalens (Henrique
Ferro e Edgar Zanotto) ¢ o grupo de controle bioldgico de doengas de plantas do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (Flavio Medeiros
e Priscilla Pereira), com o intuito de apresentar os desafios ¢ os caminhos para o
empreendedorismo e para a maior empregabilidade dos egressos da pos-graduagdo
em Agronomia com areas de concentragdo em fitopatologia e entomologia do Brasil.

BREVE HISTORICO

A Biovalens Ltda. ¢ uma empresa que atua na pesquisa e no desenvolvimento
de solugdes microbioldgicas para o agronegdcio brasileiro, como defensivos
biologicos. A empresa foi fundada em 2014, sediada no municipio de Rio Verde
— GO e, em 2016, foi inaugurada filial em Uberaba — MG, com o ingresso de
investidores.

A empresa nasceu a partir do conhecimento e da experiéncia dos socios,
adquiridos durante a formac¢do académica e vivéncia na iniciativa privada. O
interesse por controle biologico de doengas de plantas surgiu em 2005, quando
da realizacdo de iniciacdo cientifica no Departamento de Fitopatologia da

BioValens Biotecnologia Agricola, Distrito Agroindustrial de Rio Verde, BR 060, Km 412, Qd.
08, Lts 1/12, Cx. Postal 204, 75901-970, Rio Verde, GO, E-mail: ferro.m.henrique(@gmail.com;
*Universidade Federal de Lavras, Departamento de Fitopatologia, 37200-000, Lavras, MG
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Universidade Federal de Lavras, ocasido em que foram promovidas selecdo de
agentes de controle bioldgico e otimizagdo de processos e, posteriormente durante
a pos-graduagdo, o desenvolvimento de formulagdes de defensivos bioldgicos.
Somado a isso, experiéncias na iniciativa privada ¢ consequente conhecimento de
mercado permitiram aos socios perceber a existéncia de empresas que investiam
na comercializagdo de defensivos bioldgicos, porém, os produtos respectivos
apresentavam baixa qualidade (pureza e concentragdo), causando prejuizo ao
agricultor-consumidor. Diante disso, teve-se a iniciativa de abrir uma empresa
no segmento, a Biovalens Ltda., com o desenvolvimento de novas tecnologias
relacionadas ao controle microbiologico de doengas e pragas.

Além disso, a publicacdo do Ato n° 15/2013 do MAPA, sobre o registro
emergencial de produtos para o controle da Helicoverpa amirgera, e a expectativa de
publicagdo de edital para incubar empresas de bases tecnoldgicas na Universidade
Federal de Lavras — no qual seria dada a oportunidade para os pds-graduandos
e professores colaborarem com o desenvolvimento e otimizacdo de produtos —
compuseram cenario favoravel ao inicio do empreendimento.

Embora o contexto parecesse promissor, verificou-se atraso na publicagdo do
edital em fung@o do atraso nas obras do Parque Tecnoldgico de Lavras, ¢ assim, a
sonhada fundag¢@o e incubagdo da Biovalens na Universidade Federal de Lavras ndo
se concretizou.

Foi entdo que mais uma oportunidade surgiu para a abertura da empresa,
desta feita na cidade de Rio Verde - GO. Tratou-se de um programa de incentivo
a implantagdo de industrias no estado de Goias, mediante a venda subsidiada aos
interessados de terreno e infraestrutura.

Tao logo instalada e com o cadastro estadual de Fabricante de Defensivos
Biologicos, a Biovalens Ltda. protocolou o pedido de registro emergencial de
defensivo biologico para controle da Helicoverpa armigera junto ao MAPA.
Infelizmente, pouco tempo depois desta de ultimada a diligéncia, o MAPA publicou
novo Ato n° 60/2014, informando que os pleitos de registros emergenciais seriam
priorizados desde que atendidas as diretrizes do Decreto n°® 4.074/2002, ou seja, o
MAPA passou a exigir todos os laudos necessarios para o registro convencional
(Laudos de Eficiéncia e Praticabilidade Agronomica, e Laudos dos testes toxi-
ecotoxicologicos). Desta forma, a Biovalens Ltda. decidiu protocolar pedido de
registro convencional do seu defensivo bioldgico para controle da Helicoverpa
armigera ¢ demais espécies de lagartas.

Posteriormente, a Biovalens Ltda. recebeu investimentos para continuar seus
trabalhos em pesquisa e desenvolvimento e registrar os seis defensivos biologicos
desenvolvidos pela empresa para controle das principais pragas ¢ doencas de
importancia econdmica a agricultura do Brasil: inseticidas, nematicida, fungicidas
¢ bactericida biologicos.

A Biovalens Ltda., hoje, possui dois inseticidas bioldgicos registrados no
MAPA: Bovéria-Turbo (Beauveria bassiana IBCB66) ¢ Meta-Turbo (Metarhizium
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anisopliae IBCB425). Outros quatro defensivos biologicos encontram-se em fase
de registro: Bio-Imune (Bacillus subtilis BV-02) para controle de doengas fungicas
¢ bacterianas, No-Nema (Bacillus amyloliquefaciens BV-03) para controle de
nematdides, Tricho-Turbo (Trichoderma asperellum BV-10) para controle de
doengas fungicas do solo e BT-Turbo Max (Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD-
01) para controle de lagartas.

Os defensivos bioldgicos Biovalens sdo inovadores quanto aos processos
de produgdo e formulagdo, caracterizando-se pela redugdo do tempo de produgdo,
aumento da produtividade, redugdo da mao de obra, ¢ consequente redugdo do custo
de produgdo. Ressalta-se que algumas formulagdes apresentam como diferencial,
em relagdo a formulagdes de produtos registrados por outras empresas, a elevada
concentragdo de propagulos dos agentes de controle biologico e elevado shelf life
(“vida de prateleira”).

Ha outros defensivos biologicos a base de microrganismos inéditos ao mercado
brasileiro que se encontram em fase de desenvolvimento, aguardando investimento
para registro e lancamento.

Empreendedorismo e seus desafios

Para abrir uma empresa, o maior desafio que se apresenta ao pos-graduando
€ ter iniciativa para buscar conhecimentos de mercado e em gestdo empresarial.
O aluno nao ¢ estimulado nesse sentido durante a pds-graduagdo, que ¢ focada
somente na formagdo de pesquisadores e professores. Entretanto, para o sucesso de
qualquer empresa de base tecnoldgica, somente o conhecimento técnico-cientifico
ndo ¢ o suficiente. Conhecimentos em Gestdo Empresarial sdo fundamentais para o
desenvolvimento do plano de negdcios, o qual, por seu turno, deve ser ancorado nas
seguintes areas de conhecimento: Gestao de Pessoas, Gestdo Contabil Financeira,
Gestdo Integrada de Custos e Orgamento, Marketing, Matematica Financeira,
Finangas Corporativas, Gestdo da Qualidade ¢ Processos, Gestdo de Projetos,
Direito do Consumidor, Gestdo de Projetos, Etica e Responsabilidade Social,
Gestdo Estratégica, Economia Empresarial.

Tais conhecimentos podem ser adquiridos, por exemplo, via contratacdo
de consultoria especializada, realizacdo de curso de MBA (Master of Business
Administration) em Gestdo Empresarial ou ainda através do ingresso de socios com
experiéncia na area e disponibilidade para atuar no empreendimento.

Além disso, ¢ fundamental a contratagdo de pessoas qualificadas nas areas de
interesse, as quais também devem ser submetidas a treinamentos especificos, pois
ainda que o contratado tenha experiéncia na area, ¢ necessario realizar nivelamento
de conhecimentos técnicos de acordo com os objetivos da empresa.

Outro grande desafio ao recém-empreendedor ¢ a captagdo de recursos
financeiros para a execucdo do plano de negocios. Ha para aqueles que ndo dispdem
de recursos financeiros proprios, basicamente, trés formas de aquisi¢do de capital,
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sendo elas por meio de financiamento bancario; de investidores-anjos e de fundos
de investimentos.

Quanto ao financiamento bancario, a grande dificuldade reside em oferecer
a garantia real ¢ a contrapartida exigidas pela institui¢do como condig¢@o para a
liberac@o de recursos, ja que ¢ natural que o recém-empreendedor ndo disponha de
patrimdnio suficiente para tanto.

Os Investidores-Anjos, por sua vez - que normalmente “sdo ex-empreendedores
ou executivos que ja trilharam uma carreira de sucesso, acumulando recursos
suficientes para alocar uma parte (normalmente entre 5% a 10% do seu patrimonio)
para investir em novas empresas, bem como aplicar sua experiéncia apoiando a
empresa” (Anjos do Brasil) - exigem que o recém-empreendedor exponha detalhes
sobre os processos de produgdo da tecnologia para a seguranga de seu investimento,
0 que causa certo temor ao recém empreendedor.

De outro lado, os Fundos de Investimentos - que sdo um tipo de aplicagdo
financeira que reune recursos de um conjunto de investidores (cotistas), com o
objetivo de obter lucro através da compra de cotas de empresas as quais fornece
auxilio de gestdo empresarial - via de regra, exigem, para sua atuagdo, que a
empresa-alvo detenha tecnologias inovadoras capazes de proporcionar-lhes o
retorno financeiro planejado.

Como em todo empreendimento, ¢ imperioso persistir face as instabilidades
econdmicas e politicas que recorrentemente acometem o Brasil. Porém, é sabido
que, no pais, gragas a sua caracteristica eminentemente voltada a produg@o agricola,
mesmo em um cendrio de crise econdmica, a agricultura ¢ um setor que ainda cresce,
bem como a demanda por defensivos bioldgicos de boa qualidade e eficiéncia.

Aspectos da indistria de defensivos biolégicos

Em relacdo a estruturagdo da industria de defensivo bioldgico, geralmente ndo
existem equipamentos especificos para a produgédo e formulagdo de microrganismos,
sendo necessario realizar adaptagdes em equipamentos utilizados em diferentes
processos de outras atividades industriais, tal como os fermentadores utilizados
pela indistria farmacéutica para produgdo de antibidticos e probiodticos. Assim, ¢é
importante a integracdo de areas de conhecimento em Microbiologia Industrial,
Farmacia, Engenharia de Bioprocessos, Engenharia de Alimentos e Engenharia
Mecanica para a defini¢do dos equipamentos, bem como a otimizagdo de processos
de produgdo e formulagdo em larga escala de seus agentes de controle biologico.

A Biovalens Ltda. utiliza equipamentos de diversos segmentos industriais,
os quais sdo adaptados com objetivo de otimizar os processos de produgdo ¢
formulagao de seus agentes de controle bioldgico, tornando-os economicamente
viaveis e competitivos em relago a redugéo dos custos de produgao, principalmente
pela redug¢do de tempo dos processos de produgdo e formulagdo, ¢ aumento
do rendimento da produgdo dos microrganismos (esporos ou enddsporos). Os
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equipamentos adaptados, bem como os processos otimizados envolvidos na
producdo de defensivos biologicos atendem as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF)
para, consequentemente, obter produtos de alta qualidade (pureza e concentragdo).

Aescolha daregido e do local para instalar a empresa ou indéstria de defensivos
bioldgicos ¢ um fator importante a ser considerado no planejamento estratégico do
empreendimento, que envolve logistica de insumos e de produtos acabados, oferta
de méo de obra e prestagdo de servigos especializados, incentivos fiscais e acesso a
clientes estratégicos, principalmente no inicio das atividades.

Outro relevante aspecto ¢ a constante busca, pelas empresas, por isolados
ou cepas de agentes de controle bioldgico, sejam bactérias, fungos ¢ virus com
eficiéncia para controle de doengas e pragas de plantas. Tais microrganismos, além
de eficientes a sua finalidade no campo, devem possuir processos de producdo e
formulag@o em larga escala economicamente viaveis.

Esta busca ¢ verificada de duas principais formas, sendo elas via selegdo de
agentes microbiologicos promovida pela propria empresa ou através de parcerias,
sobretudo com instituigdes publicas de pesquisa, para a transferéncia de cepas.

A Biovalens Ltda., em particular, possui sua propria colecdo de agentes
de controle bioldgico (fungos e bactérias) proveniente de solo rizosférico de
diversas culturas, estruturas de patdogenos, insetos ¢ outros. Também possui cepas
provenientes de parceria técnico-cientifica com o Instituto Bioldgico. Outras cepas
estdo em negocia¢do com Universidades e Instituigdes de Pesquisa para a realizagdo
de sua transferéncia a Biovalens Ltda.

Infelizmente, as colegdes de cepas de algumas Instituigdes de Pesquisa e
Universidades ndo atendem as exigéncias da nova Lei da Biodiversidade (Lei n°
13.123/2015) e os pesquisadores responsaveis pelas colegdes ndo possuem interesse
em regulariza-las pelo receio de sofrerem sansdes, tal como ocorre atualmente com
a Universidade Federal de Lavras.

Nao obstante, ainda ha que se considerar que cada Instituicdo de Pesquisa
deve estar a par da nova Lei da Biodiversidade, que rege sobre as regras para a
transferéncia de cepas as empresas de controle bioldgico e que tem dificultado a
transferéncia de isolados das institui¢des de pesquisa publicas as empresas.

Ha, no entanto, exemplos de sucesso na transferéncia da tecnologia gerada.
O Instituto Bioldgico possui um modelo de transferéncia de cepas pratico e rapido,
em que ¢ celebrado um contrato técnico-cientifico que prevé que pesquisadores
envolvidos com o desenvolvimento da tecnologia ndo apenas transferem a cepa
mas também oferecem treinamento quanto ao bom uso da tecnologia para a qual foi
desenvolvida; Ja a Universidade Federal de Lavras transfere juntamente com a cepa
a tecnologia de produgao e/ou formulagdo do defensivo bioldgico. Entretanto, ainda
ndo foram definidos os instrumentos juridicos para tal finalidade.

A Biovalens Ltda. possui projeto para ampliar suas parcerias com Instituigdes
Publicas e Privadas de Pesquisa, visando tanto a aquisi¢do de novos agentes
microbioldégicos de controle de doengas e pragas, quanto ao desenvolvimento de
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novos processos de producdo e formulagdo de defensivos bioldgicos inovadores
para a agricultura, seja com recursos proprios ou através de submissdo de projetos,
via editais, a 6rgdos de fomento a pesquisa que permitam a parceria publico-privada,
como FINEP, FAPEMIG, FAPEG e CNPq.

No entanto, antes de celebrar qualquer parceria técnico-cientifica ¢ necessario
afixagdo de institutos legais a fim de proporcionar seguranga juridica aos envolvidos.
A celebragdo de contrato, por exemplo, pode garantir a futura transferéncia de cepas
e tecnologias desenvolvidas nas pesquisas a empresa interessada com exclusividade
ou ndo, bem como o financiamento do projeto de pesquisa e a concessao de royalties
a Institui¢do de Pesquisa.

Uma vez acordado o repasse da tecnologia, a parceria publico-privada
pode contribuir para a formagdo de recursos humanos (mestres e doutores) e
para a exposi¢do do pos-graduando ao mercado de trabalho, despertando-o para
o empreendedorismo na ciéncia ou aumentando suas chances de empregabilidade
como pesquisador também no setor privado.

Mercado de defensivos biolégicos para novas empresas

No Brasil, hoje, as empresas de controle biologico tem um papel fundamental
na divulga¢@o de novas tecnologia relacionadas ao manejo de doengas e pragas
de plantas. Tal se da em fun¢@o da caréncia de infraestrutura de 6rgaos publicos
de extensdo rural, cuja auséncia ¢ suprida pelo setor privado. Nos ultimos anos,
as empresas de controle bioldgico ja consolidadas no mercado vém realizando
trabalhos nesse sentido, apresentando ao agricultor-consumidor suas tecnologias.
Um exemplo classico deste trabalho de divulgacao ¢ o consenso entre agricultores de
que a alternativa biologica para o manejo do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum)
¢ o uso de Trichoderma spp. (principalmente 7. harzianum e T. asperellum), visando
a colonizagdo de esclerddios ¢ a consequente redug@o na emissao de apotécios.

Entretanto, como em qualquer mercado, o mercado de defensivos bioldgicos
esta sujeito a circulacdo de produtos de baixa qualidade, o que compromete a
eficiéncia ¢ a credibilidade de toda a tecnologia. Algumas empresas no passado,
comercializaram produtos de baixa qualidade e/ou recomendavam erroneamente
as aplicagdes de agentes de controle bioldgico nas lavouras, gerando prejuizos aos
agricultores, e consequentemente, descrédito da tecnologia. Por esta razdo, muitos
agricultores t€ém receio em adquirir a tecnologia, principalmente quando oriunda de
novas empresas.

O ingresso de produtos cuja marca ¢ desconhecida no mercado encontra
resisténcia por parte do agricultor-consumidor, mesmo quanto aquele que faz
uso de agentes de controle bioldgico amplamente divulgados no mercado (Ex.:
Trichoderma spp.).

Neste cenario, empresas novas devem adotar estratégias para desenvolver
o mercado, como: a) exposi¢do da qualidade de seus produtos quanto a pureza,
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concentragdo e formulacdo; b) orientagdo técnica de qualidade para que a eficiéncia
do produto no campo seja garantida e; ¢) atendimento pos-venda com avaliagdo dos
resultados e apresentagao aos agricultores.

Em se tratando de produtos inéditos, o trabalho de divulgacao adquire especial
relevancia, necessitando de elevados investimentos, o que dificulta a entrada de
pequenas empresas de controle biologico no mercado.

Quanto as grandes empresas, geralmente, possuem eclevados recursos
financeiros destinados a divulgag@o de seus produtos, sejam eles inovadores ou
pertencentes ao portfolio de produtos ja estabelecidos no mercado. Outro fator
facilitador sdo os canais de distribuicdo de produtos ja consolidados nas principais
areas agricolas do pais, o que possibilita atingir um maior niimero de agricultores-
consumidores.

Outro importante aspecto do mercado de defensivos bioldgicos no Brasil ¢
a regionalizagdo da utilizacdo de determinados agentes de controle bioldgico de
doengas devido a regionaliza¢do de seus alvos bioldgicos (patdogenos), como os
que causam doengas radiculares (fungos e nematoides). Quanto aos defensivos
a base de agentes de controle bioldgico de pragas (Ex.: Bacillus thuringiensis),
geralmente, ndo ha regionalizagdo, devido a alta capacidade de disseminagdo e de
ataque as diversas espécies de plantas, como o caso de determinadas lagartas (Ex.:
Helicoverpa armigera).

Também ¢ importante destacar que, como em toda atividade econdmica, verificam-
se praticas de concorréncia desleal no setor de defensivos biologicos, a saber:

1) Comercializagao de produtos sem registro ¢ sem qualquer iniciativa por
parte da empresa de registra-los como defensivos bioldgicos;

2) Comercializagdo de produtos recomendados na pratica para controle de
doencas, mas registrados como fertilizantes ou inoculantes, podendo apresentar
formulagdo adulterada pela adi¢do de agentes de controle microbiano de doengas
(Ex.: fertilizantes) ou possuir microrganismos com mecanismos de agdo voltados
para o controle de doengas (Ex.: inoculantes);

3) Comercializagdo de produtos em processo de registro como defensivos
biologicos.

No primeiro caso ndo ha nenhum investimento em registro; no segundo, ha
um investimento muito inferior aqueles destinados ao registro como defensivos
biologicos. Em ambos os casos, os produtos sdo comercializados com pregos
abaixo do praticado no mercado ou, ainda que comercializados com pregos de
mercado, remanesce capital para investimento no setor comercial, aumentando sua
competitividade em relagdo as empresas idoneas, que investem no registro de seus
produtos como defensivos bioldgicos.
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E importante destacar que quando o agricultor-consumidor adquire os
produtos tais como descritos nos primeiro e segundo casos, ndo lhe ¢ dada nenhuma
garantia legal de sua qualidade (pureza e concentrag@o) e eficiéncia, podendo causar
prejuizos economicos.

No terceiro caso, a empresa realiza todos os investimentos necessarios
para atender as exigéncias dos 6rgdos reguladores (ANVISA, IBAMA ¢ MAPA),
como laudos de eficiéncia agrondmica e testes toxi-ecotoxicologicos, entretanto
comercializa seus produtos durante o processo.

Para o registro de um produto como defensivo bioldgico o investimento, hoje,
esta em torno de R$ 400.000,00, nestes incluidos contratacdo de consultorias, de
ensaios para emissdo de Laudos de Eficiéncia e Praticabilidade Agrondmica e de
testes eco-toxicologicos, sem considerar os custos com pesquisa.

Nota-se que, nos ultimos cinco anos, t€m sido inauguradas empresas com
maior conhecimento técnico e comprometimento com a comercializagdo de produtos
de qualidade. Algumas empresas, no passado, preocuparam-se, de inicio, com o
levantamento de capital em detrimento da qualidade dos produtos comercializados
¢ de recomendagdes técnicas adequadas para sua finalidade. Eis que, esta pratica
acabou por comprometer a credibilidade dos defensivos bioldgicos no campo,
constituindo, hoje, um desafio para as empresas idoneas introduzir a tecnologia no
manejo de doengas ¢ pragas.

Existe potencial a ser explorado, sobretudo quanto aos defensivos bioldgicos
voltados ao controle de pragas ¢ doengas causadores de grande prejuizo econdmico
para a agricultura do pais.

Em Agosto deste ano, o MAPA publicou a Portaria n° 82/2016 listando
as doencgas ¢ pragas de maior risco fitossanitario e importancia econdmica para
agricultura do pais: Ferrugem da Soja (Phakopsora pachyrhizie), Mofo Branco
(Sclerotinia sclerotiorum), Helicoverpa armigera, Mosca Branca (Bemisia
tabaci), Nematoides (Meloidogyne javanica, M. incognita, Heterodera glycines ¢
Pratylenchus brachyurus), Broca do Café (Hypothenemus hampei) ¢ Bicudo do
algodoeiro (Antonomus grandis). Tal Portaria dispde que havera prioridade na
avaliagdo dos processos de registros de defensivos para o controle das doengas ¢
pragas listadas, mas assim como para H. armigera, estas prioridades podem mudar
a cada ano.

CONCLUSAO

Para o sucesso do empreendimento, apenas ter conhecimento técnico-cientifico
ndo ¢ o suficiente, sendo necessario motivagao, persisténcia, planejamento, parcerias
solidas em diversas areas, investimento em pessoas, investimento financeiro para
execugdo do plano de negocios.

Acriagdo de industria de defensivos bioldgicos depende de inimeros fatores, em
especial: a) investimento em infraestrutura e adaptacdo de equipamentos destinados
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a outros setores industriais, dada a inexisténcia de equipamentos especificos
para producdo em larga escala de determinados microrganismos e sua devida
formulago; b) ambiente adequado para sua instalagdo, que favorega a logistica
de insumos ¢ de produtos acabados, que possua oferta de mao de obra e prestagdo
de servigos especializados e que oferega incentivos fiscais; ¢) disponibilidade de
cepas, podendo estas advir de colegdo propria ou mediante aquisicdo de terceiros
(Instituigdes de Pesquisas ¢ Universidades); d) elevado investimento em registro de
produtos; e) elevado investimento na area comercial e em marketing.

Ultimadas essas diligéncias, a comercializagdo dos defensivos bioldgicos ainda
encontra desafios, tais como a resisténcia apresentada pelo agricultor-consumidor em
adotar a tecnologia, sobretudo por razdes histéricas; a implementagao de estratégias
de desenvolvimento de mercado adequadas para cada regido; a consolidagdo da
marca no mercado, mesmo diante da concorréncia, seja ela desleal ou néo.

E neste cenario que a Biovalens Ltda. vem evoluindo, apresentando-se como
uma empresa ainda incipiente, porém comprometida com o desenvolvimento de
solugdes microbioldgicas sustentaveis, inovadoras e de alta eficiéncia, visando a
sua consolidag¢dao no mercado pela exceléncia de seus produtos, sem descuidar de
valores como ética, responsabilidade, eficiéncia, inovagao e sustentabilidade, sobre
0s quais pauta sua atuagao.
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ABSTRACT

The microbiome is a crucial factor for plant growth and health. All plants are meta-
organisms or so called holobionts characterized by a close symbiotic relationship with their
microbiome as well as a functional interplay of all organisms. These new perspectives
influence applied fields such as biocontrol of plant diseases in agriculture. The development
of new tools may impact i) the detection of new bio-resources for biocontrol and plant growth
promotion, ii) the optimization of fermentation and formulation processes for biologicals, iii)
stabilization of the biocontrol effect under field conditions and iv) risk assessment studies
for biotechnological applications. Examples are presented and discussed for the applications
mentioned above, as well as an illustration of the global importance of next-generation bio-
products as a sustainable alternative for agriculture.

INTRODUCTION

In 1904, more than 100 years ago, Lorenz Hiltner defined the term ‘rhizosphere’
as root-surrounding soil influenced by root exudates (Hartmann et al. 2008). In
addition, he discovered the importance of microbial root inhabitants for plant
growth and health. Since that time, much has been learned about microorganism and
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plant host interactions, especially in recent years by means of new next-generation
sequencing (NGS) techniques, ‘omics’-technologies, and microscopic methods
(Leveau 2007, Sorenson et al. 2009; Jansson et al. 2011; Berendsen et al. 2012). The
rhizosphere is of central importance not only for plant nutrition, health, and quality,
but also for microorganism-driven carbon sequestration, ecosystem functioning,
and nutrient cycling in terrestrial ecosystems. A multitude of biotic and a-biotic
factors influence the structural and functional diversity of microbial communities
in the rhizosphere (rev. in Berg and Smalla 2009). For example, microorganisms’
response to root exudates and root morphology was shown to shape rhizosphere
microbial communities (Smalla et al. 2001; Berg et al. 2005¢, 2006, Bais et al. 2006).
In addition, plant defense signaling plays a role in this process as well (Doornbos
et al. 2012). Soil is the main reservoir for rhizosphere microorganisms (Hartmann
et al. 2009), and many secrets and theories of microbial life in the rhizosphere
were recently uncovered or confirmed due to the enormous progress in molecular
and microscopic techniques. Haichar et al. (2008) used a stable isotope probing
(SIP) approach to show that plant host habitat and root exudates shape the soil
bacterial community structure. In another example, Lundberg et al. (2012) as well
as Bulgarelli et al. (2012) revealed that only a subset of the bacterial community
in the soil is present around the plant roots of Arabidopsis thaliana. Root exudates
were identified as the major driving forces in the regulation of microbial diversity
and activity, while bulk soil is considered as main source of the species richness
(Chaparro et al. 2014). Noteworthy, the rhizosphere community assembly was
found to be based more on functional signatures rather than on species (Mendes
et al. 2014; Panke-Buisse et al. 2014). However, all these results reveal a new
perspective on plants: they are meta-organisms comprised of the plants themselves
and all microbial inhabitants.

Not only is the densely colonized rhizosphere important, but each plant is also
home to a complex and distinctive community of microbes consisting of billions
of inhabitants (Berg et al. 2016). Each plant can be divided into different micro-
environments: the endorhiza (root), the phyllosphere (leaves), the spermosphere
(seeds), the carposphere (fruit) etc., and we generally differentiate between the
endosphere and ectosphere (Ryan et al. 2008). All these micro-environments provide
specific biotic and a-biotic conditions for microbial life. However, an interesting
question concerns the origin of the microbial inhabitants on plants as they seem
to come from different sources. While soil is the main reservoir for rhizosphere
microorganisms, a sub-set of rhizosphere inhabitants is also able to colonize the
endorhiza (Berg et al. 2005b). Endophytes were long believed to originate only
from the rhizosphere and soil, but molecular studies have shown that the above
ground plant parts can be invaded by microbes as well (Berg et al. 2005b). New
methods also revealed that seeds are colonized not only by (dormant) pathogenic
bacteria, but they also harbor a beneficial seed microbiome. In addition, generative
organs like pollen (Fiirnkranz et al. 2012) and moss sporophytes (Bragina et al.
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2012) harbor a core, beneficials-containing microbiome. Plants are in constant
contact with diverse microbes blown by the wind or delivered via the water cycle,
and some of them settle down and survive.

The potential of next-generation bio-products

Plant microbiome discoveries could fuel advances in sustainable agriculture
(Berg 2009; Hirsch & Mauchline 2012), such as the development of microbial
inoculants as biofertilizers, biocontrol, or stress protection products (Berg 2009,
Berg et al. 2013). Although we recognize a strongly growing market for these bio-
products, they still have their problems, e.g. short shelf-life, inconsistent effects
under field conditions, and risk predictions. Therefore mainly spore-forming
microorganisms are currently on the market or in the development pipeline. The
real potential of the plant microbiome therefore remains completely untapped. The
application of ‘omics’-technologies has allowed for an enormous progression in the
development of so-called next-generation bio-products (Koberl et al. 2012). In this
field, new tools may have an impact on i) the detection of new bio-resources for
biocontrol and plant growth promoting agents, ii) the optimization of fermentation
and formulation processes for biologicals, iii) stabilization of the biocontrol
effect under field conditions and iv) risk assessment studies for biotechnological
applications. Several examples are given below.

New biocontrol and plant growth promotion agents can be selected from
natural environments and other unaffected ecosystems. Natural habitats, especially
nature conservation areas, are characterized by a high diversity of plants. Due to the
correlation of above- and below-below ground variety, a high microbial diversity
can be expected (van der Heijden et al. 1998). Moreover, natural habitats typically
have a low number of pathogens, so the general rule of diversity versus pathogenicity
would suggest a higher rate of biocontrol and plant growth promotion agents in
such environments. This hypothesis could be confirmed with high proportions of
potential antagonists from such habitats, e.g. associated with mosses (Opelt et al.
2007), with endemic plants from nature conservation areas (Zachow et al. 2009;
2016) or with the hemi-parasitic plant mistletoe (Berg et al. 2012). Agricultural
systems, especially monocultures under intense management, often have a lower
microbial diversity with the exception of suppressive soils where the microbial
community responds to mono-cultivation by enhancing biocontrol and plant growth
promotion bacteria against a specific pathogen (Mazolla 2002). These suppressive
soils are also an excellent source of new antagonists as already shown for wheat
monocultures (Weller et al. 2002) and intense sugar beet cultivation (Mendes et
al. 2012). Organically managed systems contain a high proportion of indigenous
beneficials in comparison to conventional agriculture (Schmid et al. 2011, Koberl et
al. 2011). Lichens were utilized as more exotic bio-resource of beneficial bacteria.
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These long-living symbiotic meta-organisms often adapt to extreme a-biotic
conditions and harbor a high proportion of antagonists to protect themselves
against fungal parasites (Cernava et al. 2015; Grube et al. 2012, 2015). Conversely,
Sphagnum mosses are dominant components in ombrotrophic bog ecosystems and
are densely colonized by plant growth promoting bacteria. In this nutrient-limited
environment, bacteria help the plants survive by providing nitrogen, phosphate,
minerals, and plant growth hormones (Bragina et al. 2014). An enormous potential
of specific biocontrol agents was opened by the result that breeding influenced the
structure and function of the microbiome (Peiffer et al. 2013; Cardinale et al. 2014).
In conclusion, it is important to understand the ecological background of ecosystems
and the function of the microbiome therein to select sufficient beneficials.

Risk assessments are currently one of the greatest obstacles in bio-product
registration (Ehlers 2011). They are cost-intensive, time-consuming, and often
inefficient without considering the specific features of bio-products. In order to
resolve this issue, an intensive network between administration, industry, and
research is required. However, the new tools also strongly influence this field and
will hopefully lead to not only a higher registration rate, but also to prevent outbreaks
by opportunistic pathogens which sometimes also harbor the required antagonistic
traits (Berg et al. 2005a). Genome sequencing of biocontrol agents optimized
production processes and was also utilized to identify new potential modes of action
and risks factors. For example, the stress protection agent (SPA) Stenotrophomonas
rhizophila DSM14405™ has great potential for applications in biotechnology and
biological control due to its ability to both promote plant growth and protect roots
against biotic and a-biotic stresses (Egamberdiyeva et al. 2011), yet little is known
about its mode of action. Antibiotics, lytic enzymes, and osmoprotective substances
were previously identified (Roder et al. 2005; Ryan et al. 2009), but now new
mechanisms associated with osmotic stress were identified using a transcriptomic
approach. As such, the production and excretion of glucosylglycerol (GG) were
found as remarkable mechanisms for the stress protection of this Stenotrophomonas
strain (Alavi et al. 2013). Moreover, spermidine, a plant growth regulator, was also
newly identified as a protector against stress. For registration as a stress protection
agent, these results are very important because they show that no potential
pathogenicity factor is involved in this beneficial interaction as this species is very
closely related to the opportunistic pathogen S. maltophila, which is also of plant-
associated origin. To detect significant differences between both species, we used
comparative genomics as well as transcriptomic and physiological approaches
(Alavi et al. 2013). Overall, there is a high degree of sequence similarity between
the genomes of the plant and human associated Stenotrophomonas strains with a
notable similarity in potential factors responsible for pathogenicity and antibiotic
resistance. However, several virulence factors, heat shock proteins, and antibiotic
resistance genes were absent in DSM14405T but instead possess unique genes for
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the synthesis of plant-protective spermidine, plant cell-wall degrading enzymes, and
resistance against high salinities. Moreover, bacterial growth at 37 °C was identified
as a very simple method to differentiate between the pathogenic and non-pathogenic
isolates as DSM 144057 is not able to grow at this human-relevant temperature due
to the missing heat shock and other unknown proteins. This is the first example
for predicting the risk of beneficals using a combined approach including ‘omics’-
techniques.

CONCLUSIONS

New tools based on NGS techniques have revolutionized our knowledge on
the plant microbiome as well as on biocontrol of plant diseases. Next-generation bio-
products with consistent effects can be developed by considering this knowledge.
Moreover, these new results will also support interdisciplinary approaches such as
combined biocontrol and breeding strategies.
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Benefits and potential pitfalls of Trichoderma
use for plant protection as revealed from its
ecological genomics

Irina S. Druzhinina

Why to study ecological genomics of Trichoderma

The major ecological niche of mycotrophic fungi from the large and relatively
well studied genus Trichoderma (Hypocreales, Ascomycota) is associated with
sporocarps of other fungi and predegraded dead wood (Druzhinina et al., 2011).
This conclusion is supported by comprehensive taxonomic and ecological surveys
of Trichoderma in Central and South Europe recently performed by Walter M.
Jaklitsch (2009, 2011) whose work along with contribution of other taxonomists
resulted the establishment of the Trichoderma diversity profile consisting of more
than 250 molecularly defined species (Bissett et al., 2015). Despite being mainly
mycotrophic and/or secondary colonizers of wood, Trichoderma fungi are widely
considered as plant-beneficial microorganisms because several species have high
potential of environmental opportunism and therefore can establish in bulk soil and
possess profound rhizosphere competence (see also Druzhinina and Kubicek, 2013
for references). These are not more than two dozen species (ca. 10-12% of the total
diversity of the genus) that are cosmopolitan, highly mycoparasitic and competitive.
They can be easily isolated from numerous natural and artificial habitats including
living or dead fungi, wood, soil, phyllo- and rhizospheres, aquatic ecosystems, indoor
specimens and, less frequently, biological tissues (as endophytes and/or pathogens
of animals). Consequently, most of domesticated Trichoderma species belong to
this active minority and are used as agents of biological control of plant pathogenic
fungi (biofungicides). In rhizosphere these fungi also behave as biofertilizers as
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they stimulate plant growth and elicit a general plant defense reaction against fungal
pathogens (Druzhinina et al., 2011; Galletti et al., 2015; Harman, 2011; Kotasthane
et al., 2015). In the later context it is important to note that some Trichoderma
spp. have been also isolated as endophytes — symptomless and usually beneficial
associates of plants (Bae et al., 2009; Bongiorno et al., 2015; Chaverri et al.,
2015; Gazis and Chaverri, 2010; Rosmana et al., 2015). Unique characteristics of
opportunistic Trichoderma species place the entire genus in focus of the research
on the development of novel biofungicides and biofertilizers for application in
agriculture for plant protection and plant growth promotion, respectively.

The genus-wide phylogenetic analysis of Trichoderma revealed that the ability
to environmental opportunism is polyphyletic as most infrageneric clades contain
such species (Figure 1). Recent studies demonstrate that environmental opportunism
of Trichoderma also includes the ability to interact with animals including humans.
It is now evident that not only members of the one infrageneric group — Trichoderma
Section Longibrachiatum, but nearly all most common and efficient in biocontrol
Trichoderma species may also become opportunistic pathogens of humans (Sandoval-
Denis et al., 2014) (Figure 1). Moreover, several species from the Harzianum clade
of Trichoderma such as T. aggressivum. T. pleuroti, T. pleuroticola and several new
species from the previous 7. harzianum species complex revised by Chaverri et al.
(2015) as well as members of the other groups such as 7. mienum, T. atroviride,
T. longibrachiatum, T. asperellum are known as causative agents of a green mold
disease of mushroom farms world-wide (Hatvani et al., 2007; Komon-Zelazowska
et al., 2007; Kredics et al., 2010, Kim et al., 2012). Figure 1 shows that those
several most common Trichoderma species with high potential for environmental
opportunism are also those that attract our attention as agents of biological control
and, at the same time, as pathogens of humans and mushrooms. Unfortunately,
adverse and beneficial impacts of 7richoderma on humankind are usually studied
by non-overlapping scientific communities what results in introduction of such well
documented human pathogens as 7. longibrachiatum as biocontrol agents what, for
example, is presented by Zhang et al (2014; 2015a), Ruocco et al. (2015). The task
of the ecological genomic investigation of Trichoderma is the study of its evolution,
genus-wide ecology and genomic structure in order to understand the biology of the
fungus, to optimize and improve Trichoderma-based biocontrol formulations and,
last not least, to give realistic estimations to the potential risks associated with this
potentially aggressive microorganism.

Evolutionary neighborhood of Trichoderma

Along with Trichoderma, the order Hypocreales from the class of
Sordariomycetes contains other relatively well studied mycoparasitic fungi such
as Hypomyces, Escovopsis and Clonostachys. The whole genome sequences
have been obtained for several of their species (Fravel, 2006; Gruber et al., 2011;
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Karlsson et al., 2015; Kubicek et al., 2011; de Man et al., 2015; Martinez et al.,
2008; Studholme et al., 2013; Xie et al., 2014). However, the order Hypocreales
cannot be considered as fungicolous. Hypocrealean fungi show widely diverse
trophic associations with plants, animals and other fungi and are also capable to
saprotrophic growth (Sung et al., 2008). The most common animal hosts for fungi
from Clavicipitaceae, Cordycipitaceae and Ophiocordycipitaceae families of the
order are insects (Kobayasi 1941; Mains 1958; Sung et al., 2008). Nectriaceae
and Bionectriaceae mainly feed on living plants (Sung et al., 2007). Only the
family Hypocreaceae is dominated but mycotrophic genera such as Trichoderma,
Hypomyces and Escovopsis. Despite that some nutritional preferences correlate with
evolutionary structure in Hypocreales order, Sung et al., 2008 showed several shifts
from feeding on one substrate to another. For example, the shift to fungicolous
nutrition occurred several times during the evolution of Hypocrealean fungi.
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FIGURE 1 - The core diversity of the genus Trichoderma and the position of environmental
opportunistic (yellow star) species, species that have been recorded as opportunistic
pathogens of immunocompromised human (red cross), species that are most frequently used
for plant protection and growth promotion (green leaf), species that have been reported as
plant pathogens (brown leaf) and species that cause green mold disease on mushroom farms
(mushroom). Three symbols of the same kind stress the prominent position of the species in
this habitat. The Bayesian tree was inferred from the alignment of 808 nucleotides of the rpb2
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gene for 196 sequences retrieved from NCBI GenBank by Atanasova et al., 2013a. Nodes
supported with posterior probabilities above 0.94 are marked by black cycles. Vertical bars
correspond to infrageneric clades recognized in the genus. Note, that based on Bissett et al.
(2015) there are at least 60 more species present in the genus. Green font labels species with
whole genomes sequenced by August 2016.

It is likely that mycoparasitic Clonostachys (Bionectriaceae) that are closely
related to plant-pathogenic Fusarium (Nectriaceae), obtained this possibility
diverging from a plant-feeding host, while ancestors of Trichoderma, Verticillium
and Escovopsis likely evolved from animal pathogens. This fact aligns wel with
the aility of several Trichoderma species. To interact with animals. It is likely
that Trichoderma inherited genes required for such interactions however, more
investigations on mechanisms are required. Our most recent data indicate that
Trichoderma and Escovopsis share the most recent ancestor with carnivorous
families of hypocrealean fungi (Druzhinina, Chenthamara, unpublished) what
correlates well with the ability of opportunistic Trichoderma species to become
pathogens of immunocompromised humans.

This aspect appears to be important in considering this fungus as a bioeffector
for biocontrol formulations. Interestingly, in another family of hypocrealean fungi a
similar nutritional shift has occurred: Elaphocordyceps (anamorph Tolypocladium,
Ophiocordycipitaceae) contains species that are mostly parasites of the ectomycorrhizal
truffle genus Elaphomyces (Eurotiales, Ascomycota), but their next phylogenetic
neighbors are all pathogens of insects. Thus, the evolutionary neighborhood of the
genus Trichoderma includes fungi with versatile nutritional profiles.

Trichoderma has a diversity of genomic tools used for Mycotrophy

As shown on Figure 1, several Trichoderma genomes have already been
sequenced, annotated and published (Martinez et al., 2008; Kubicek et al., 2011,
Studholme et al, 2013, Xie etal., 2014; Yang et al., 2015; Baroncelli et al., 2015) and
at least a half of a dozen other genomes have recently been also sequenced by JGI and
several laboratories focusing on Trichoderma including ours. The comparative
phylogenomic analysis of the three Trichoderma species indicated that T.
atroviride (section Trichoderma) most closely represents the ancestral state for
the genus Trichoderma, while T. reesei (Section Longibrachiatum) is the most
derived species among the three (Kubicek etal.,2011). The team also used Marcov
cluster algorithm (MCL) analysis including 10 additional ascomycete genomes
available from the DOE Joint Genome Institute (JGI) database (Eurotiomycetes,
Sordariomycetes and Dothidiomycetes), to identify paralogous gene families
that have become expanded either in all three Trichoderma species or only in
the two strongly mycoparasitic and opportunistic Trichoderma (considering that
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T. reesei is a moderate mycoparasite and it is not an environmental opportunist).
They identified forty-six such families, of which 26 were expanded only in 7.
virens and T. atroviride (Figure 2). The ones expanded in all three Trichoderma
spp. encoded Zn(2)Cys(6) transcription factors, solute transporters of the major
facilitator superfamily, short chain alcohol dehydrogenases, S8 peptidases and
proteins bearing ankyrin domains. The most expanded protein sets, however,
were those that were considerably larger in 7. virens and T. atroviride than
T. reesei, and included ankyrin proteins with CCHC zinc finger domains,
proteins with WD40, heteroincompatibility (HET) and NACHT domains,
NAD-dependent epimerases, and sugar transporters. A recent, even more
detailed analysis based on MCL clustering of orthologous genes for 44
Pezizomycotina genomes further refines these data and shows that in fact
mycoparasitic and opportunistic Trichoderma species (1. virens and T. atroviride)
have a unique genomic architecture among all Pezizomycotina.

Mycoparasitism of Trichoderma is probably the best studied among all
fungicolous fungi (Atanasova et al., 2013b; Back et al., 1999; Brunner et al., 2005;
Druzhinina et al., 2011; Elad et al., 1980; Kotasthane et al., 2015; Kubicek et al.,
2011; Studholme et al., 2013; Zhang et al., 2015). It has been documented that
Trichoderma spp. used for biocontrol can act through a diversity of mechanisms
that may be preferentially used against one or another fungal host.

The genomic properties of Trichoderma spp. that add to their ability for
mycotrophy have been discussed in Kubicek et al. (2011), Atanasova et al. (2013b)
and in several more recent reviews. Druzhinina et al. (2011) and Druzhinina and
Kubicek (2013) provided detailed descriptions of Trichoderma’s ability to interact
with living fungi as both mycoparasites and predators (necrotrophic mycoparasites)
and also to their ability to saprotrophically feed on dead fungal biomass. The biotrophic
interaction of Trichoderma with other fungi includes such steps as sensing the presence
of the host and optional coiling around their hyphae; host cell wall degradation and
penetration of the host hyphae, repair of damages caused by hosts and production
of toxic secondary metabolites that may eventually kill the host. Chenthamara and
Druzhinina (2016) reviewed all studies that functionally characterized genes involved in
the interactions between Trichoderma and other fungi. Most of such genes are involved
in signal transduction, in fungal cell wall degradation and in production of antifungal
secondary metabolites. Fewer studies focused on general and specific regulator genes
such as noxI, noxR, laeA, vell, and xyrl and the role of proteases. The later authors
specified that the absolute majority of functional genetic investigations were performed
on two model species of Trichoderma only, i.e. T. atroviride and T. virens.

Atanasova et al. (2013b) used DNA microarrays to compare the transcriptional
response of opportunistic 7. atroviride and T. virens in comparison to moderately
mycoparasitic and not opportunistic 7. reesei to the presence of the mycelium
of Thanatephorus cucumeris (Rhizoctonia solani). They found that the three
Trichoderma spp. exhibited a strikingly different transcriptomic response already
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FIGURE 2 - Major paralogous gene expansions revealed by MCL analysis in genomes of
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ecologically comparable Pezizomycotina fungi (blue) as described in Kubicek et al. (2011).
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before physical contact with alien hyphae. 7. atroviride expressed an array of genes
involved in production of secondary metabolites, GH16 B-glucanases, various
proteases and small secreted cysteine rich proteins. 7. virens, on the other hand,
expressed mainly the genes for biosynthesis of gliotoxin, respective precursors and
also glutathione, which is necessary for gliotoxin biosynthesis. In contrast, 7. reesei
increased the expression of genes encoding cellulases and hemicellulases, and of the
genes involved in solute transport (Table 1). The majority of differentially regulated
genes between the three species were orthologues present in all three species or in 7.
atroviride and T. virens, indicating that the regulation of expression of these genes
is different in Trichoderma spp.

The genes expressed in all three fungi exhibited a nonrandom genomic
distribution, indicating a possibility for their regulation via chromatin modification.
The authors concluded that the initial Trichoderma mycotrophy proposed earlier by
Kubicek et al. (2011) has differentiated into several alternative ecological strategies.
In the context of their study, when 7. cucumeris was used as an opponent for
Trichoderma, the interactions ranged from parasitism of 7. atroviride to predation
of T. virens and competitive cohabitation of 7. reesei (Figure 3). The relatively
neutral or non-aggressive response of 7. reesei is best explained by fact that this
is an exclusively tropical species, which has been only rarely detected in soil;
therefore, it is likely not able to recognize temperate soil-borne 7. cucumeris as its
potential host or prey (Druzhinina et al., 2010, Druzhinina and Kubicek, 2016). But
is important to note here that the assumption that 7. reesei is merely a saprotrophic
fungus that is not capable to mycotrophy is contradicted by numerous studies that
demonstrated the ability of this fungus to attack a variety of fungi (Druzhinina et al.,
2010; Atanasova et al., 2013b, Druzhinina and Kubicek, 2016).
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TABLE 1 - Differentially regulated genes of T. atroviride (Ta). T. virens (Tv) and T. reesei
(7r) in interactions with the mycelium of Thanatephorus cucumeris (Rhizoctonia solani) as
detected in DNA microarrays by Atanasova et al. (2013b). The total genome sizes of Ta, Tv
and Tr are 11865, 12428 and 9143 genes, respectively, as described by Kubicek et al., 2011.
Colors highlight high (red), intermediate (yellow) and low (green) values when the three
species are compared. Modified from Atanasova et al. (2013b).
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The other aspect discussed by Chenthamara and Druzhinina (2016) is that
the majority of the molecular studies of mycoparasitism were based on only a
limited number of opponent fungi. In most studies either 7. cucumeris, Athelia
rolfsii or Botrytis cinerea were used for confrontations with Trichoderma. As
most Trichoderma species are capable of biotrophic and necrotrophic types
of mycoparasitism and may also efficiently feed on dead fungal biomass the
conclusions of these studies therefore demonstrated only partial reduction of either
one or another mycotrophic strategy employed by the respective Trichoderma
species in given interactions.

The study by Zhang et al. (2015b) documented a role of nmp! gene encoding
a secreted neutral deuterolysin metallopeptidase in the predation by 7. guizhouense
[former T. harzianum species complex (Chaverri et al., 2015; Li et al., 2012)]
on Fusarium  oxysporum,
A. rolfsii and Alternaria
alternata. However, NMPI
was also found to be involved
in mycoparasitism on B.
cinerea  and  Sclerotinia
sclerotiorum and did not
have any role in the efficient
PREDATION attack of this fungus on
T. cucumeris at all. The
secretion of the protein was
induced when the fungus
was confronted with itself on
dead fungal biomass as the
carbon source and was not
activated when 7. guizhouense
was grown on glucose or
potato-dextrose agar. Besides
the role of the exact protease,
that is definitely only one of
numerous other proteases that
likely act synergistically in
different Trichoderma species

PARASITISM

FIGURE 3 - Different straregies of Trichoderma (green
colony) mycotrophy in interactions with Thanatephorus
cucumeris (Rhizoctonia solani) (brown colony). As ..
described by Atanasova et al. (2013b) 7. virens acts (]?mzhmma et al, 2012)
rather as a predator by rapid killing of its prey fungus thls S'tudy demons.trates _the
prior the physical contact through the secretion of a diversity of types of interaction
diversity of secondary metabolites and enzymes. In that may be formed by one
contrast, 7. atroviride behaves rather like a parasite: it individual Trichoderma strain
does not kill but overgows the colony of its host fungus against a broad range of

feeding on its hyphae. opponent fungi.
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We would like to note that it is thus impossible to assign Trichoderma to
either exclusively biotrophic mycoparasitic fungi or describe them as necrotrophic
mycoparasites or saprotrophs. For this reason, Druzhinina et al. (2011) proposed
the more general term mycotroph as the best ecological identifier for Trichoderma
spp. Results of Zhang et al. (2015b) also demonstrate the need to study the role of
individual genes in at least several interfungal interactions including cases of true
parasitism and predation.

The use of mycotrophic opportunistic fungi in agriculture

The biological control of plant diseases, or biocontrol, is an agricultural
technique that is based on the use of natural hyperparasites and/or antagonists of
plant pathogenic organisms to prevent or combat disease. In a broad sense, biocontrol
may also include the application of plant stimulating (micro) organisms that help
plants to sustain abiotic stresses such as drought or salinity. It is very important to
note that not organisms but only humans' are capable to do biocontrol. The success
of biocontrol is best defined by its result - reduced disease index for crops, but not
by the mechanism of action and the type of interactions involved. Thus, efficient
bioeffectors (organisms used in biocontrol) may (i) stimulate plants to induce their
resistance, (ii) compete with plant pathogens; (i) antagonize plant pathogens by
means of secondary metabolite production or (iv) directly attack such pathogens as
parasites or predators. Figure 4 gives an overview of biocontrol relevant interfungal
interactions as it has been reviewed in Druzhinina et al. (2011) and complemented
in Chenthamara and Druzhinina (2016).

A “good” label for a bioeffector organism is conditional and may only be
applied in respect of exact interactions and exact crop plant. The application of
mycoparasitic and antagonistic fungi for biocontrol allows to reduce the use of
chemical pesticides what is usually strongly supported by general publics and
therefore respective research will likely attract more attention and funding. The
Directive 2009/128/EC of the European Parliament and of the Council of 21 October
2009 “Establishing a framework for Community action to achieve the sustainable
use of pesticides” contains the respective statement: “Appropriate risk management
measures shall be taken and the use of low-risk plant protection products as defined in
Regulation (EC) No 1107/2009 and biological control measures shall be considered
in the first place” that illustrates the future trend towards reduced use of chemical
pesticides under the need to increase crop production for the growing population.
However, despite the generally accepted low risk, the release of bioeffectors in the
environment may also have adverse effects on human health and both agricultural
and natural ecosystems. It appears to be conceivable that introduced biocontrol fungi

IThe cases of natural agriculture as that of leaf-cutting ants is not discussed here.
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FIGURE 4 - Schematic illustration of interaction of Trichoderma with soil community as
described in Druzhinina et al. (2011). Trichoderma recognizes the plant pathogenic fungus via
small molecules released by it, possibly also by the involvement of its own proteases that are
formed prior contact. These molecules bind to G-protein coupled receptors such as GPCR-1
or the nitrogen sensing receptors, thereby eliciting a signaling cascade comprising G-proteins,
and MAP-kinase (MAPK), ultimately cumulating at an as yet unknown transcription factor
(TF). This factor then enhances the already constitutive expression of genes for secondary
metabolites and cell wall lytic enzymes. Once close to the prey, lectins and carbohydrate
binding domains (CBMs) may add in the attachment of Trichoderma thereby facilitating
physical attack. At the same time, the pathogen responds by forming secondary metabolites
and reactive oxygen species (ROS), which elicit a stress response and detoxification in
Trichoderma. Also in response of the presence of a plant pathogen, Trichoderma releases
several components that trigger the positive responses in the plant : peptaibols and the
cerato-platanins EPL1 have been demonstrated to evoke a systemic resistance in the plants,
cumulating in the formation of hydroperoxide lyase, peroxidase and lignification (PAL); a
xylanase XYN2 and an AAC deaminase have been shown to elicit the ethylene pathway of
auxin formation leading to enhanced root growth; the constitutively secreted nitrilase may
aid in the formation of the auxin 3-indole acetic acid (IAA). Attachment of Trichoderma to
the plant roots has been shown to involve hydrophobins and swollenin. Finally, Trichoderma
benefits from the plant roots itself by receiving sucrose as a carbon source enabling faster
growth. The nematophagy of Trichoderma likely involves subtilisin-like S8 proteases and
chitinases. Modified from Druzhinina et al. (2011).
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such as Trichoderma in case of either importation or augmentation practices will
increase competition pressure for naturally present plant-beneficial microorganisms
including other fungi and bacteria. Trichoderma is usually considered as a ‘good’
and plant-beneficial fungus (vide supra). However, it may parasitize on arbuscular
mycorrhizal fungi Gigaspora (Diversisporales, Glomeromycota) that are used to
enhance plant nutrition and stress resistance (Lace et al., 2015), or even affect the
plant as demonstrated by the colonization of broad areas of the root epidermis of
Medicago truncatula (Fabaceae, Angiosperms, Plantae) by 7. atroviride leading to
localized death. However, reports on adverse effects of Trichoderma on plants are
rare: 7. viride was diagnosed as a causative agent of dieback of Pinus nigra (Pinales,
Plantae) seedling in Italy (Li Destri Nicosia et al., 2015).

Several studies also document the adverse effect of fungal hyperparasites
on fungi used to control insect pests. Our own data indicate that practically any
Trichoderma species may attach Beauveria bassiana used for biological control of
herbivorous insects (Druzhinina, Atanasova, unpublished) and thus the application
of Trichoderma may counteract the positive role of B. bassiana on the control of the
disease caused by herbivory insects.

Besides the direct impact on plants and plant-interacting microorganisms,
fungi used in biocontrol may also have adverse effects on mushroom production
(Castle et al., 1998; Hajek et al., 2013; Hermosa et al., 1999; Kim et al., 2012;
Komon-Zelazowska et al., 2007; Kredics et al., 2010; Park et al., 2006) and animals
including humans as opportunistic pathogens. Interestingly 7. longibrachiatum
that is the most frequently detected Trichoderma species capable to attack even
immunocompetent humans (Kredics et al., 2003; Molnar-Gabor et al., 2013; Park et
al., 2006; Sandoval-Denis et al., 2014) is still referred as a “good” biocontrol fungus
(Ruocco et al., 2015). Moreover, the recent broad survey of clinically—relevant
Trichoderma species that was based on the detailed DNA barcoding demonstrated
that almost all most prominent plant-beneficial Trichoderma species such as T.
harzianum, T. asperellum, T. atroviride, T. gamsii, T. koningiopsis and others are
capable to attack immunocompromised humans (Figure 1, Sandoval-Denis et al.,
2014). Last but not least, the emrging body of scientific results on multiple and
complex interactions between fungi and bacteria allow to assume the severe impact
of introduced ,,good” but environmentally aggresive fungi on these communities,
what may cause both positive and negative consequences for soil microbiome in
general and consequently on plants.

Chenthamara and Druzhinina (2016) noted that up to now there are no reports
published on adverse effects of Clonostachys rosea on humans, cultivated mushroom
orbiocontrol insects. As this mycotrophic hypocrealean fungus is more closely related
to plant pathogenic species of the order (Nectriaceae and Bionectriaceae), it could
be possible that the mycoparasitic ability derived from herbivorous ancestors may
possess fewer number of possible adverse effects compared to mycoparasites that
evolved from an entomopathogenic-like organisms. Thus, although the immediate
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beneficial role of Trichoderma and other mycotrophic rhizosphere-competent fungi
on plant growth and development appers to be confirmed, a detailed ecological risk
assessment analysis may reveal the true balance between adverse and and positive
effects of these bioeffectors on humans and the entire ecosystems. With no doubts
such results will not result in reduced use of Trichoderma for plant protection. In
contrary, it will allow to desin sophisticated formulations with improved activity
and minimized environmental risks. The newest genome-wide mechanistic and
evolutionary studies will provide sufficient background for such research.
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Bacterial leafspotis caused by the bacterium Xanthomonas vesicatoria intomato (Lycopersicon
esculentum) and infection results in a decreased yield at harvest. The endophytic fungi have
received considerable attention due to their ability to produce many compounds including
alkaloids, terpenoids, amino acids and phyto-hormones. In addition, volatile organic
compounds produced by endophytes may inhibit or reduce the growth of various pathogenic
microorganisms presenting potential for biotechnological applications, mainly related to the
control of microorganisms causing plant diseases.The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial effect of volatile organic compounds produced by 12 endophytic fungi on the
growth of X. vesicatoria. In bipartite Petri dishes, the endophytic fungi were grown on PDA
medium for 7 days at 25°C. After this period, it was added 50uL of bacterial suspension
X. vesicatoria, corresponding to 108 UFC/mL on the other side of the Petri dish containing
the culture medium 523 The plates were sealed with parafilm and incubated at 25°C for
72 h. The isolates Muscodor yucatanensis (HZM64), M. vitigenus (HZM10), M. coffeanum
(COAD1842 e COAD 1900) e Simplicillium sp. (C18 e C12) completely inhibited pathogen
growth. Moreover, the compounds produced exhibited bactericidal action, since no bacterial
growth was observed after 72 h without contact with the fungi. The isolates of Muscodor and
Simplicilium stands out as potential candidates as biocontrol agents constituting an alternative
to replace chemical fungicides. Studies of characterizing the bioactive metabolites of the
potent fungal strains from C. arabica and their use as biocontroling agents are in progress.

Acknowledgment: FAPEMIG, CNPq, CAPES.

Keywords: Volatile compounds, Biological control, Endophytic fungi, Muscodor spp.,
Simplicillium sp.
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Acao antibacteriana in vitro de fungos endofiticos produtores de
compostos volateis contra Ralstonia solanacearum
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A murcha-bacteriana (Ralstonia solanacearum) é a doenca mais importante do tomateiro em
regides com predominio de altas temperaturas e umidades, e considerada de dificil controle.
Essa doenga tem ganhado importancia em cultivos protegidos sujeitos a plantios sucessivos.
O controle quimico ndo ¢é efetivo nem economicamente viavel. Portanto, o biocontrole
utilizando microrganismos produtores de substancias bioativas pode ser uma alternativa. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a agdo antibacteriana in vitro de 12 fungos endofiticos
produtores de compostos organicos volateis (COVs) contra R. solanacearum, raga 3. Em
placas bipartidas, com quatro repeticdes, cada fungo foi cultivado em uma das partes da
placa contendo o meio de cultura BDA e todos incubados a 25°C em BOD. Apos sete dias,
foi adicionada, na outra parte, contendo o meio MB , 100uL de suspensio bacteriana ajustada
para uma DO,_g, - de 0,1, correspondendo a 1x10% UFC.ml"', ¢ incubadas por 72 horas.
Apos exposi¢do aos volateis e mais 72 horas sem exposi¢do, quando ndo houve crescimento
do fitopatdgeno, o efeito foi considerado bactericida. A menor formacdo de colonias em
comparagdo ao controle, sem o fungo, foi considerada inibi¢do parcial. O fungo Muscodor
coffeanum (COAD 1900) apresentou efeito bactericida, enquanto que os fungos M. coffeanum
(COAD 1842), Simplicillium sp. (HZM41) e M. vitigenus (C12, HZM10 e HZM39) inibiram
parcialmente. O efeito antibacteriano dos COVs de alguns fungos demonstra o potencial
desses microrganismos, como agentes de biocontrole no manejo da murcha-bacteriana do
tomateiro.

Agradecimentos: FAPEMIG, CAPES, CNPq.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum, Murcha-bacteriana, Controle bioldgico, COVs,
Endofito.
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A susceptibilidade da soja ao mofo-branco (S. sclerotiorum) tem reduzido a produtividade
da cultura. Métodos de controle bioldgico como o uso de Trichoderma spp. tém sido
uma alternativa ao controle quimico, visto que promovem menor impacto ambiental e
mostram-se efetivas no controle da doenga favorecendo o desenvolvimento vegetativo da
cultura. Objetivou-se com este estudo avaliar os efeitos de Trichoderma harzianum sobre a
emergéncia de sementes de soja inoculadas com S. sclerotiorum, além de verificar a interagdo
entre os fungos e a soja, por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV). O teste
de emergéncia foi conduzido em bandejas com areia esterilizada, em cdmara de crescimento
vegetal, com temperatura de 25 °C, durante 8 dias. Em seguida foram seccionados os 6rgaos
vegetativos das plantulas emergidas para analise do potencial de 7. harzianum em parasitar
e inibir S. sclerotiorum por meio de MEV. Sclerotinia sclerotiorum colonizou e deteriorou
todas as sementes de soja. Trichoderma harzianum mostra-se efetivo em colonizar o
sistema radicular da soja, porém ndo contribui para a emergéncia quando comparado com a
testemunha. A analise ultraestrutural permitiu evidenciar o micoparasitismo de 7. harzianum
a S. sclerotiorum, porém o controle do mofo-branco ndo foi tdo efetivo.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Glycine max, Mofo branco.
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Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) podem atuar de forma direta
promovendo crescimento vegetal ou indireta agindo no controle de patdgenos. Botrytis
cinerea é um fungo fitopatogénico que pode causar danos em diversas culturas. Dentre as
principais bactérias consideradas em estudos de biocontrole, destacam-se as Pseudomonas
spp. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar estirpes nativas de Pseudomonas
como candidatas ao biocontrole do mofo cinzento. As estirpes de Pseudomonas foram obtidas
a partir de uma colecdo de culturas composta por bactérias nativas da regido oeste do Parana.
Os testes antagonicos foram realizados utilizando a técnica de cultura pareada, através da
deposi¢do de um disco do patdgeno em placas de Petri e, a repicagem por estria foi realizada
para as bactérias-candidatas. De um total de 157 estirpes componentes da colegdo de cultura
de Pseudomonas sp., 45 foram agrupadas por tipagem morfologica e, destas, 11 isolados
foram identificados por meio especifico e submetidos ao teste antagénico com 4 repeticdes
em delineamento inteiramente causalizado. As placas foram mantidas em BOD a uma
temperatura de 25°C com fotoperiodo de 12/12 horas. Através dos valores obtidos para as
medidas de inibi¢ao de halo, foi possivel identificar que a estipe 56 apresentou uma eficiéncia
de cerca de 25% no controle do crescimento do B. cinerea, enquanto que, as estirpes 102 e
121 inibiram o crescimento do fungo estudado em até 50% em relagéo a testemunha.

Palavras-chave: Antagonismo, Rizobactérias, Mofo cinza.
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Diversos estudos vém sendo realizados sobre a importancia da utilizacdo de bactérias
promotoras de crescimento de plantas (BPCP) no biocontrole de doencas em culturas e
também em poés-colheita. Substancias produzidas por estas rizobactérias como sideréforos,
antibioticos, enzimas e outras moléculas, possuem efeitos de controle sobre danos causados
por fitopatdgenos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar estirpes nativas de
Pseudomonas como candidatas ao biocontrole da podridao radicular de rizoctonia. As estirpes
de Pseudomonas foram obtidas a partir de uma colecao de culturas da UFPR setor Palotina
composta por bactérias nativas da regido oeste do Parana. O teste antagonico foi realizado
utilizando a técnica de cultura pareada, através da deposicdo de um disco do patdgeno na
extremidade das placas de Petri contendo meio de cultura e, no extremo oposto deposigdo
por estrias das bactérias candidatas. De um total de 157 estirpes componentes da coleg@o
de cultura de Pseudomonas sp., 45 foram agrupadas por tipagem morfologica e, destas, 11
isolados foram identificados por meio especifico e submetidos ao antagonismo. Através dos
valores obtidos para as medidas de inibigdo de halo, foi possivel apontar que a estirpe 56
apresentou uma eficiéncia média no controle do R. solani, enquanto que, as estirpes 102 e
121 apresentaram desempenho satisfatorio contra o fungo estudado, inibindo o crescimento
do mesmo em até 50%.

Palavras-chave: Antagonismo, Rizobactérias, Rhizoctonia solani.
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Os sistemas de producdo agricola tém utilizado principalmente a bacteria Pseudomonas spp.
como rizobacterias, devido, principalmente, a diversidade nutricional, de habitat e ao grande
potencial de colonizagdo de raizes desse género. Dentre as Pseudomonas spp. fluorescentes,
as principais envolvidas no sistema de decomposi¢do de matéria orgénica e formagdo de
solo fértil sdo as P. fluorescens e P. putida. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar estirpes nativas de Pseudomonas spp. como potenciais candidatas ao biocontrole do
mofo branco. As estirpes de Pseudomonas foram obtidas a partir da colecdo de um banco de
culturas da UFPR setor Palotina composta por bactérias nativas da regido oeste do Parana.
O teste antagonico foi realizado através da técnica de cultura pareada, com deposi¢do de 1
disco do patdgeno na extremidade das placas de Petri contendo meio de cultura e, no extremo
oposto deposi¢ao por estrias das bacterias candidatas. A partir de um trabalho anterior, de
um total de 157 estirpes componentes da cole¢do de cultura de Pseudomonas spp., 45 foram
agrupadas por tipagem morfoldogica e, destas, 11 isolados foram identificados por meio
especifico e submetidos ao antagonismo. Com os valores obtidos nas medi¢des de inibicdo
de halo, foi possivel apontar que a estirpe 102 e 121 apresentaram uma eficiéncia de 30% no
controle do S. sclerotiorum, enquanto que, a estirpe 56 apresentou desempenho de 10% em
relag@o ao patogeno testemunha.

Agradecimentos: Laboratorio de ecologia microbiana — UEL.

Palavras-chave: Antagonismo, Rizobactérias, Sclerotinia sclerotiorum.
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Fungos endofiticos habitam o interior de tecidos vegetais durante todo ou parte do seu ciclo
de vida, sem causar danos visiveis ao hospedeiro. A presenga destes fungos endofitos em
gramineas forrageiras esta associada a beneficios para estas plantas, como, um maior niimero
de colmos ¢ matéria seca, maior tolerancia as condigdes extremas do ambiente, resisténcia a
microrganismos fitopatogénicos, insetos e nematoides. O género Sarocladium possui muitas
espécies importantes como, por exemplo, S. oryzae, S. kiliense, S. strictum e S. zeae. S.
oryzae & a espécie tipo do género, ¢ um importante patdgeno da podriddo da bainha do arroz
¢ produz metabdlitos secundarios antimicrobianos, tais como, Acido Helvélico e Cerulenina.
Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade antifingica de fungos endofiticos do género
Sarocladium isolados das gramineas Brachiaria e Panicum contra os fungos fitopatogénicos:
Bipolaria maydes, Sclerotinia minor e Sclerotinia sclerotiorum. Fragmentos do micélio dos
fungos endofiticos foram colocados em um dos lados das placas de Petri contendo meio
BDA e, apés sete dias de crescimento a 25°C, foi colocado do lado oposto da placa um
fragmento de micélio do fungo fitopatogénico. Os endofiticos que inibiram o crescimento dos
fitopatogenos foram transferidos para placas subdivididas para verificar se a inibi¢do ocorreu
devido a producdo de compostos volateis. Quatro fungos do género Sarocladium inibiram
o fungo B. maydes, treze inibiram S. minor e oito inibiram S. sclerotiorum, pela sintese de
algum composto no meio de cultivo. Os isolados estdo sendo identificados morfologicamente
e molecularmente em relacdo a espécie e alguns se mostram interessantes como candidatos
ao controle bioldgico.

Agradecimentos: FAPEMIG, CNPq, CAPES.
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Avaliacido da inibicdo in vitro de Psedoucercospora griseola pela
atividade de fungos endofiticos

L. B. W. Gomes', A. N. Ferreira', C. A. A. Hayashibara', S. Finamor', P. G.
Cardoso', E. A. Souza'

!Universidade Federal de Lavras, Departamento de Biologia, Lavras-MG, Brasil,
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O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) é uma das culturas de maior importancia econdmica
do Brasil. A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola, pode causar
grandes prejuizos aos produtores. O uso de cultivares resistentes esta entre as medidas de
controle desse fitopatogeno, além do uso de fungicidas e do controle biologico. A utilizagido
de fungos endofiticos como inibidores do crescimento de fitopatogenos, devido a producio
de compostos organicos volateis, tem sido relatado como um método de controle bioldgico.
O objetivo desse trabalho foi avaliar a inibicdo de P. griseola in vitro, por fungos endofiticos.
Foram utilizados 12 isolados de fungos endofiticos, sendo nove isolados do género Muscodor
(C17, UBSX, Z26, C20, HZM39, HZM10, HZM41, HZM60, HZM64), dois do género
Simplicillium (C18 e C12) e um do género Acremonium (C19). Fragmentos miceliais dos
fungos endofiticos foram colocados em placas de Petri contendo meio BDA juntamente com
o isolado de P. griseola da raga 63-63. As placas foram mantidas a 25°C, em BOD, com
fotoperiodo de 12 horas. A reagdo do isolado de P. griseola foi avaliada apds o crescimento
da testemunha. A auséncia de crescimento de P. griseola indicou a inibigdo do patdogeno
pelos fungos endofiticos. Os isolados Z26, HZM64, UBSX, HZM41, C20, C17, C18 e o
C12 inibiram totalmente o crescimento micelial da raca 63-63 de P. griseola. Os fungos
endofiticos apresentaram resultados promissores no controle biologico de P. griseola in vitro,
no entanto sdo necessarios outros estudos para verificar seu potencial in vivo.

Agradecimentos: CAPES, FAPEMIG, CNPq.
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O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) é uma das culturas de maior importancia economica
do Brasil. O mofo branco interfere na producdo da cultura do feijoeiro podendo causar
grandes prejuizos aos produtores, principalmente em lavouras irrigadas. Uma alternativa para
a reducao desta doenga pode ser a utilizagdo de controle bioldgico com fungos endofiticos
que produzem compostos organicos volateis, os quais podem inibir o desenvolvimento da
doenga. O objetivo desse trabalho foi avaliar a inibi¢ao de S. scleotiorum in vitro, por fungos
endofiticos. Foram utilizados 12 isolados de fungos endofiticos, sendo nove isolados do
género Muscodor (C17, UBSX, Z26, C20, HZM39, HZM10, HZM41, HZM60, HZM64),
dois do género Simplicillium (C18 e C12) e um do género Acremonium (C19). Fragmentos
miceliais dos fungos endofiticos foram colocados em placas de Petri contendo meio BDA
juntamente com os fragmentos dos isolados UFLA 15, UFLA 23, UFLA 24 ¢ UFLA 44 de
S. sclerotiorum. As placas foram mantidas a temperatura de 25°C na incubadora (B.O.D)
com fotoperiodo de 12 horas. Apds cinco dias, o didmetro da coldnia dos isolados de S.
sclerotiorum foram medidas e assim, determinada a porcentagem de inibi¢ao do crescimento
desses isolados confrontados com os endofiticos em relagdo ao crescimento das testemunhas.
Os endofiticos que promoveram porcentagem de inibicdo no crescimento de S. sclerotiorum
com média acima de 60% foram selecionados, sendo apenas trés isolados endofiticos. O
isolado Z26 inibiu o crescimento do isolados UFLA 15; UFLA 24 e UFLA 44. Os isolados
C19 e C12 inibiram o crescimento dos isolados UFLA 15 e UFLA 24, respectivamente.
Nenhum dos fungos endofiticos inibiu o crescimento do UFLA 23. Os fungos endofiticos
apresentaram resultados promissores no controle biologico do fitopatdogeno S. scleotiorum in
vitro, no entanto, sdo necessarios outros estudos para verificar seu potencial in vivo.

Agradecimentos: CAPES, FAPEMIG, CNPq.
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Avaliacio da qualidade de lotes do biofungicida Tricovab®
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'CEPLAC/CEPEC/Se¢do de Fitopatologia, Itabuna-BA, Brasil; ’FTC - Faculdade
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niella@uesc.br

Espécies do género Trichoderma sao efetivas como agentes de controle bioldgico. Um isolado
de Trichoderma descoberto em 1987 foi classificado como uma nova espécie, Trichoderma
stromaticum. Este fungo é usado como principio ativo do biofungicida Tricovab® utilizado
no controle da vassoura de bruxa do cacaueiro. Esta pesquisa foi realizada na Ceplac/BA,
com objetivo de avaliar a qualidade de 41 lotes de Tricovab® produzidos em 2014/15. A
amostragem foi realizada em 100 g de arroz em 10 diferentes pontos na secagem de cada lote
(100 kg), constituindo uma amostra composta de 1 Kg. Desta, retirou-se 30 g e adicionou-se
60 mL de agua destilada estéril, agitando-se por 2 minutos a 60 rpm, com 2 repeti¢des por
lote. Com esta suspensao, foram avaliadas a concentragdo, a porcentagem de germinagao dos
esporos do fungo e sua capacidade de colonizagdo de ramos infectados com Moniliophthora
perniciosa. A concentra¢dio minima de esporo garantida pelo fabricante ¢ de 2,3x10%
esporos/g. Para avaliar a germinagdo foi utilizada uma suspensdo de 2 a 4x10° esporos/
mL e aprovados os lotes que tiveram germinagdo igual ou superior a 70%. A capacidade
de coloniza¢do do fungo é um teste decisivo e foi realizada cortando trés fragmentos de
ramos infectados com M. perniciosa com aproximadamente 5 ¢cm de comprimento que
foram superficialmente desinfestados com hipoclorito a 1%. Apds, os ramos foram imersos
durante 2 minutos na suspensdo de esporos, em seguida foram colocados em camara umida
¢ incubado a temperatura de 25 +2°C, com fotoperiodo de 24 horas, durante 10 dias. Todos
os lotes apresentaram concentra¢@o superior & minima garantida. Dos 41 lotes avaliados, 8
foram reprovados com uma porcentagem de germinacdo abaixo de 70%. A capacidade de
colonizagdo aprovou 33 lotes.

Agradecimentos: CEPLAC, FAPESB, CNPq.
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A brusone, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae, é a principal doenga do arroz, para
seu controle utiliza-se principalmente agrotoxicos, na busca por outros métodos, o controle
bioldgico, tem se mostrado promissor no manejo integrado da brusone. O objetivo deste
trabalho foi verificar o efeito direto de Serenade® (Bacillus subtilis) no crescimento micelial,
germinagao de esporos de M. oryzae e na severidade da doenca em plantas de arroz. Placas
de petri contendo meio BDA suplementado com Serenade®, nas doses de 0; 1; 2;2,5; 5¢ 10
ppm receberam um disco de micélio do fungo e foram incubadas em BOD a 25 °C apds 7
dias o crescimento relativo foi mensurado. No teste de germinagao realizou-se a mistura de
30 pl de suspensdo de conidios (1x10°mL") de M. oryzae contendo Serenade® para atingir
concentracdes finais de 0; 1; 2; 2,5; 5 ¢ 10,0 pg mL",as suspensdes foram plaqueadas em
superficie hidrofobica e incubadas a 28°C e apds 24h a germinagdo relativa calculada. Em
casa de vegetacdo, plantas de arroz com 20 dias foram pulverizadas com Serenade® na
dose (2L.ha") e ap06s 24 horas as plantas foram inoculadas com uma suspenséo de conidios
(3x10°%). Apds 9 dias foi quantificada a severidade da doenga. O crescimento micelial de M.
oryzae foi inibido em 100% em todas as doses testadas. Os conidios ndo germinaram nas
doses de 2, 5;5 e 10 ppm, sendo que na dose 1 e 2 ppm houve uma germinacao relativa de
18,54 e 11,83%, respectivamente. A severidade da brusone foliar foi reduzida em 88% no
tratamento com Serenade®. O produto Serenade® foi eficiente no controle da brusone foliar
em arroz, indicando seu potencial de uso no manejo da doenga.

Palavras-chave: Pyricularia oryzae, Controle biologico.
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Bactérias como agentes de controle de Phytophthora nicotianae
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As interacdes entre micro-organismos e plantas t€ém grande influéncia sobre a sanidade e a
nutricdo das mesmas. Neste contexto, o uso de rizobactérias promotoras de crescimento pode
melhorar o desenvolvimento das plantas, por meio de uma ampla variedade de mecanismos.
O trabalho teve como objetivo avaliar bactérias como agentes de controle biologico de
Phytophthora nicotianae na cultura de Citrus através da microbiolizagdo. Ao todo foram
avaliados 30 isolados bacterianos, sendo 11 Bacillus spp., 11 actinobactérias e 8 bactérias
laticas. Inicialmente, foram realizados ensaios com brotos de alfafa para selecionar os isolados
bacterianos mais promissores para o biocontrole e, posteriormente, os melhores isolados
foram inoculados em plantas de tangerina Sunki (Citrus sunki Hort. ex Tan) e limao Cravo
(Citrus limonia Osbeck) pelos métodos de microbiolizagao das sementes e microbiolizagio
do substrato, avaliando-se o niimero de plantas sobreviventes 90 dias apds a semeadura e
inoculagdo. As médias foram comparadas por teste de Tukey a 5% de probabilidade. No
bioensaio realizado com brotos de alfafa os isolados de bactéria laticas BL06, BL12, BL14
e BL16 apresentaram 100% de inibicdo no nimero de esporangios. Os isolados BL06 e
BL12 apresentaram controle acima de 80% para ambos porta-enxertos, independentemente
de seu meio de microbiolizagdo, apresentando potencial para serem utilizados como agentes
de biocontrole da doenga.

Agradecimentos: Centro de Pesquisa Mokiti Okada, Centro de Citricultura “Sylvio
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yahoo.com.br

O biocontrole ¢ um método alternativo que visa a redug@o do uso de agrotoxicos em frutos.
Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar 18 isolados de leveduras, pertencentes
aos géneros Debaromyces, Pichia, Rhodotorula e Saccharomyces quanto a capacidade de
produzir compostos volateis e sua influéncia no crescimento micelial e produgio de esporos
dos isolados Aspergillus carbonarius e Aspergillus ochraceus. Em placas de poliestireno
bipartidas, contendo agar extrato de malte, foram co-cultivados leveduras e fungos. Em um
dos lados foi espalhado com swab 50 pL da suspensdo de leveduras (10® células/mL) e no
outro, 5 uL da suspensdo de esporos (10° esporos/mL). O controle consistiu na inoculagdo
apenas do fungo. As placas foram incubadas a 25°C por 7 dias e, posteriormente realizou-se a
medigao do crescimento colonial dos fungos com o auxilio de um paquimetro. Saccharomyces
sp. inibiu 65% o crescimento colonial de A. carbonarius e 80% de A. ocharaceus. Pichia
sp. reduziu 70% do crescimento de 4. ocharaceus e 67% de A. carbonarius. A produgdo de
esporos de 4. carbonarius também foi fortemente inibida quando comparado com o controle.
Essas leveduras produzem compostos volateis capazes de interferir no desenvolvimento
destes fungos.

Agradecimentos: FAPEMIG, CNPq, CAPES.
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Biocontrole de Lasiodiplodia theobromae da videira com uso de
Trichoderma harzianum

C. Rusin!, M. Carli!, R. V. Botelho!, C. M. D. R. Faria', M. A. K. Almanga’
!Universidade Estadual do Centro QOeste, Departamento de Agronomia,
Guarapuava-PR, Brasil; CEP 85040-170; *Instituto Federal do Rio Grande do Sul,
Bento Gongalves, Brasil, CEP 95700-000. E-mail: carine.rusin@gmail.com

Diversos fungos sdo associados ao declinio ou morte da videira, dentre eles Lasiodiplodia
theobromae ¢é facilmente encontrado em plantas sintomaticas. Os agentes biologicos podem
atuar de forma positiva no controle do patdogeno. Assim, o objetivo do trabalho foi testar a
acdo do agente biologico Trichoderma harzianum no controle in vitro de L. theobromae. A
avaliacdo de potencial de controle foi realizada através do método de culturas pareadas, no
laboratorio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Centro Oeste. Foram utilizados
dois isolados de L. theobromae, CMM-384 e CMM-307, oriundos de Petrolina, PE Um disco
micelial do patdgeno de Smm de didmetro foi inserido em um ponto da placa e em outro
ponto equidistante inseriu-se 1mg de produto comercial a base de T harzianum (1x10"°UFC/g
p.c.). Placas contendo somente o patdogeno foram utilizadas como controle. As placas foram
mantidas em camera de crescimento a 25°C e fotoperiodo de 12 h. O experimento foi
totalmente casualizado com cinco repeti¢cdes. Apos 36 h foi avaliado o crescimento micelial
do patdgeno e calculada a zona de inibi¢ao. A presenga de 7. harzianum foi significativa no
controle micelial de L. theobromae inibindo em 34,9% e 66,2% o crescimento micelial dos
isolados CMM-384 ¢ CMM-307, respectivamente. Conclui-se que independentemente dos
isolados responderem de forma diferente ao biocontrole, o 7 harzianum possui eficacia na
inibig¢do do crescimento micelial do patogeno.

Agradecimentos: CAPES, BALAGRO.

Palavras-chave: Pareamento, Doengas de tronco, Botryosphaeriaceae.
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Biocontrole in vitro de Pyricularia oryzae por isolados de
Trichoderma spp.
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Abrusone, causada por P. oryzae ¢ a principal doenca da cultura do arroz e promove prejuizos
na produtividade e na qualidade dos grdos. O controle bioldgico com Trichoderma spp. tem
sido utilizado como alternativa para o controle de patdgenos. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a influéncia inibitéria de isolados de Trichoderma spp. sobre o crescimento
micelial de P. oryzae. Foram utilizados dois isolados de Trichoderma e um isolado P. oryzae.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro
repetigdes. Os tratamentos foram: T1- 7. harzianum, T2- T. asperellum, T3- P. oryzae,
T4- P. oryzae X T. harzianum, TS- P. oryzae X T. asperellum. Para a realizagdo do teste de
pareamento de culturas, discos de micélio de P. oryzae e Trichoderma foram pareados em
placas de Petri com BDA, além de placas com P. oryzae, como controle e para comparagao,
placas com isolado de 7. harzianum e T. asperellum. As placas foram mantidas em BOD a
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Foram medidos os didmetros ortogonais das
colonias por sete dias. Com os dados obtidos calculou-se o IVCM (indice de velocidade de
crescimento micelial) e a % I (porcentagem de inibicdo). Foi realizada analise de variancia
dos dados e as médias comparadas pelo teste de Scott Knott. Houve diferenga estatistica
para IVCM e os isolados testados, sendo que o isolado de 7. harzianum foi o mais eficiente
com média de 0,57 mm de IVCM e 95,41% de % I, seguido do T asperellum com 5,13 mm
de IVCM e de 58,82% de % I, demonstrando que as espécies de Trichoderma podem ser
utilizadas como uma alternativa de controle de P. oryzae na cultura do arroz.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Antagonismo, Inibigao.
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Capacidade predatoria de Ceraeochrysa cubana e Chrysoperla
externa alimentadas com o afideo da roseira Rhodobium porosum

L. L. Pereira!, L. A. G. Tamashiro!, M. P. Rodrigues, L. P. S. Pereira!, B. Souza!,
C. F. Carvalho!

'Universidade Federal de Lavras, Departamento de Entomologia, Lavras-MG,
Brasil, CEP 37200-000. E-mail: laulopes28@gmail.com

O cultivo de plantas ornamentais enfrenta desafios que, em grande parte, estdo relacionados
com o controle de pragas. Em roseiras, Rhodobium porosum (Hemiptera: Aphididae) esta
entre os afideos de maior importancia para a cultura, sendo presa para os crisopideos
Ceraeochrysa cubana e Chrysoperla externa (Neuroptera: Chrysopidae). Esses predadores
compdem o rol de espécies afidofagas que podem ser utilizadas no controle desse inseto-praga.
Porém, ainda sdo necessarios estudos que busquem o conhecimento sobre sua capacidade
predatoria. Dessa forma, objetivou-se neste trabalho verificar o consumo de larvas de C.
cubana e C. externa frente ao pulgdo R. porosum, buscando-se averiguar a possibilidade de
utilizar esses predadores para o controle do afideo em roseiras. Foram utilizados foliolos de
roseira dispostos em placa de Petri e infestados com ninfas de primeiro instar do afideo, onde
foi liberada uma larva de cada espécie de crisopideo recém-eclodida. Avaliou-se o niimero
de ninfas consumidas a cada 24h, ao longo de todo o desenvolvimento larval do predador,
repondo-se, diariamente, o numero inicial de presas conforme o instar do crisopideo. Foram
realizadas dez repeti¢cdes por predador, para analise foi utilizado GLMM. Houve diferenca
no consumo de R. porosum em fungdo dos instares dos predadores, constatando-se um
aumento na predacgdo ao longo do desenvolvimento larval, com o maior nimero de presas
consumidas no terceiro estadio. Durante o primeiro, segundo e terceiro instares de C. cubana
foram consumidas cerca de 56, 222 e 1012 ninfas, respectivamente. Para C. externa, o total
de ninfas predadas foi proximo a 72, 290 e 2135, nos respectivos instares do crisopideo.
Verifica-se que ambos os predadores possuem potencial para utilizacdo como agentes de
controle desse afideo em cultivos comerciais de rosas frente ao niimero de ninfas predadas.
Novos estudos devem ser conduzidos visando conhecer as interagdes entre esses inimigos
naturais quando utilizados conjuntamente.

Agradecimentos: CAPES, CNPq.

Palavras-chave: Controle biologico, Capacidade de predagao, Crisopideo, Pulgdo, Cultivo
de rosa.
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Caracterizacdo de leveduras isoladas da filosfera do cacaueiro
quanto a producao de toxinas killer
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Leveduras com atividade killer sdo capazes de produzir toxinas proteicas, inibindo o
desenvolvimento de outra levedura, sendo imunes a si mesmas. Dessa forma, experimentos
foram conduzidos na CEPLAC, para identificagdo do carater killer em 60 isolados de leveduras
autoctones do filoplano do cacaueiro. Esses isolados foram selecionados quanto a habilidade
de sintetizar compostos inibidores do crescimento e da esporulagio do fungo Moniliophthora
perniciosa. Em co-cultivocom nove isolados de leveduras killer da UEFS (K1, K2, K3, K4,
K5, K6, K7, K8, K9), que foram as leveduras padrdo, ajustadas a concentragio de 5 x 10°
ufc/mL e distribuidas em placas de Petri com meio YEPD, semeando sob esta camada, as
60 leveduras em teste. Incubadas em B.O.D. a 25°C por 72 horas e observadas diariamente
para a presenga do fenotipo killer (K+) que se caracterizava pela formagdo de uma zona
clara em volta das colonias das leveduras. O delineamento foi inteiramente casualizado,
com trés repeticdes e a testemunha. Dentre os nove isolados utilizados como padriao de
sensibilidade killer, os mais representativos quanto a sensibilidade as 60 leveduras avaliadas
foram os isolados K3 com 45,5%, K5 com 41,6%, ¢ K2 com 40% de sensibilidade aos 60
isolados. Apenas 11 isolados (18,3%) ndo produziram halo de inibi¢do quando cultivados as
killer sensiveis (001, 007, 014, 030, 047, 068, 080, 085, 090, 122 ¢ 187). Conclui-se que a
manifestacdo desse fenotipo pode proporcionar vantagem através da inibi¢ao do crescimento
de linhagens sensiveis indesejaveis minimizando as chances de contaminac@o externa.

Agradecimentos: CEPLAC, FABESP.

Palavras-chave: Toxinas Killer, Potencial biocontrolador, Theobroma cacao.
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Compatibilidade entre produtos a base de Trichoderma spp. e
fungicidas

A. A. Rezende, T. P. Morais, F. C. Juliatti
Universidade Federal de Uberlandia, Instituto de Ciéncias Agrarias, Uberlandia-
MG, Brasil, CEP 38400-902. E-mail: juliatti@ufu.br

Diversos micro-organismos apresentam potencial antagbnico a fitopatdgenos. Dentre
os biocontroladores, isolados selvagens e melhorados de Trichoderma spp. vém sendo
utilizados no controle bioldégico do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum). A adogdo de uma
tecnologia na cultura da soja e feijoeiro, no entanto, ndo implica na substituicdo de praticas
rotineiras, como a utilizagdo de defensivos. Assim, objetivou-se avaliar a compatibilidade
entre fungicidas e produtos comerciais a base de Trichoderma spp. em ensaios conduzidos
in vitro e apos tratamento quimico de sementes de soja. Isolados de Trichoderma spp.
provenientes de quatro produtos bioldgicos foram inoculados em meio de cultura BDA
contendo diferentes concentracdes de fungicidas (0,1; 1; 10; 100 e 1000ppm). O nivel
de seletividade foi determinado baseando-se no indice de velocidade de crescimento das
colonias (IVC), variando de ausente a muito boa (0 a 75-100% de IVC). Sementes de soja
(cv. NK7074RR) foram previamente tratadas com os fungicidas (nas doses recomendadas
pelos fabricantes) e homogeneizadas com suspensdes dos bioprodutos. Coletaram-se
amostras em trés tempos de contato dos produtos nas sementes (0, 3 e 16 horas) para a
avaliacdo da compatibilidade por plaqueamento. Os fungicidas Fluazinam e Procimidona
apresentaram seletividade regular (25-50% de IVC) aos bioprodutos Quality (7. asperellum)
e Trichodermil (7. harzianum) mesmo em altas concentragdes (100 e 1000ppm). Apds o
tratamento das sementes, maiores porcentagens de germinacdo de de Trichoderma foram
obtidas com os fungicidas Tiofanato metilico e Procimidona para Quality e Trichodermil,
independente de contato com os fungicidas nas sementes. Com estes resultados abre-se a
perspectiva da associagdo dos agentes de biocontrole com fungicidas em sementes de soja.

Agradecimentos: CAPES.
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Compostos organicos volateis do fungo Muscodor sp. sobre
Meloidogyne incognita
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Dentre os metabolitos secundarios sintetizados por fungos destacam-se os compostos
organicos volateis (COVs). Diversas pesquisas indicam grande potencial desses compostos
no controle de fitopatogenos. O nematdide Meloidogyne incognita € um patégeno de plantas
que causa perdas em diversas culturas de interesse econdmico. Objetivou-se avaliar o efeito
dos COVs do fungo endofitico Muscodor sp. sobre M. incognita. O fungo foi cultivado em
meio YES em placas de Petri bipartida durante 3, 6, 9 e 12 dias de crescimento a 25 °C. Apds
cada periodo foram adicionados juvenis de M. incognita de segundo estadio (J2) e incubados
por 72h a 25 °C. Em seguida os J2 foram recolhidos e colocados em mudas de tomateiro. Aos
45 dias avaliou-se a reprodutibilidade do nematodide. Foi encontrado um ntimero de ovos por
grama de raiz de 61 e 43,9 para 12 e 9 dias, respectivamente. Nao foram observados ovos
para 6 e 3 dias de crescimento. Os resultados mostram que a incubacdo do fungo Muscodor
sp. por 6 dias foi mais eficiente na produgido de COVs toxicos ao M. incognita. Experimentos
estdo sendo realizados visando confirmar os resultados obtidos.

Agradecimentos: CNPq, CAPES, FAPEMIG.
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Contribuicdo de residuos organicos nas propriedades do solo e
sobrevivéncia de Stenocarpella em colmos de milho
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H. V. Medeiros!
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Sistema de plantio direto de milho associado ao monocultivo pode contribuir para o aumento
da sobrevivéncia de patogenos na palhada da cultura no campo, o que ocasiona elevagao da
incidéncia de doengas como as causadas por fungos do género Stenocarpella. Uma estratégia
para reduzir o tempo de sobrevivéncia destes agentes patogénicos ¢ através da aplica¢ao de
microrganismos e matéria organica no solo. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
aplicacdo de residuos organicos no solo e sobre a sobrevivéncia de Stenocarpella em caules
de milho em Lavras e Sete Lagoas. Os caules de milho infestado com o patéogeno foram
mantidos no campo por trés meses ap6s a aplicagdo de residuos organicos [cama de frango
(CF), esterco de suinos (ES), hidrolisado de peixe (HP), lodo de esgoto (LE)] e ureia. Colmos
com o patdgeno, mas sem adi¢@o de residuos foram mantidos na superficie ou incorporados
ao solo representando os controles negativo e positivo. Foram feitas avaliagdes da atividade
microbiana indireta [B-glicosidase e Hidrolise de diacetato de fluoresceina (FDA)], analise
quimica do solo e dinamica da populagao do patdgeno através de qQPCR. Em Lavras e Sete
Lagoas o teor de calcio aumentou quando CF foi aplicada no solo e em Sete Lagoas, ES
também elevou o teor de Ca no solo. CF contribuiu para aumento no teor de N e C total do
solo, em Sete Lagoas e Lavras. O aumento da atividade -glicosidase ocorreu para HP, LE,
CF e ureia em Lavras e em Sete Lagoas somente HP e ureia. Ocorreu aumento da hidrélise
da FDA em Lavras para CF, ureia, e os controles negativo e positivo. Em Sete Lagoas, a
hidrolise FDA aumentou no solo com CF, HP, ES e ureia. Os tratamentos com colmo na
superficie e colmos enterrados nos dois locais apresentaram a maior reducdo do patdgeno,
seguido por LE em Lavras e, HP e LE em Sete Lagoas. Hidrolisado de peixe e lodo de esgoto
sdo promissores na inducdo de supressividade, pois elevaram a atividade enzimatica do solo
e reduziram a quantidade de patdgeno.

Palavras-chave: Zea mays, Resteva, Stenocarpella maydis, Stenocarpella macrospora.
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Controle biolégico de Fusarium em sementes de pinus
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O controle bioldgico tem sido uma alternativa para o controle de doencas de plantas; no
entanto, ha falta de trabalhos na area florestal. Este trabalho teve o objetivo de avaliar a
eficiéncia de quatro isolados de Trichoderma spp. no controle de Fusarium graminearum
e Fusarium sp. em sementes de pinus. Sementes de Pinus taeda e P. elliottii, desinfestadas,
foram inoculadas por meio do contato com a cultura de Fusarium spp. em batata-dextrose-
agar, por 48 horas. Apos, as sementes foram imersas em suspensao de Trichoderma spp. na
concentragdo de 10% conidios/mL, por 30 minutos. As sementes de P. taeda foram inoculadas
com F. graminearum e P. elliottii com Fusarium sp. A testemunha consistiu em sementes
inoculadas apenas com Fusarium spp. Foram avaliados quatro isolados de Trichoderma
spp. As sementes foram semeadas em tubetes contendo substrato comercial e mantidas em
casa de vegetacdo. A avaliacdo consistiu na quantificacdo da emergéncia de plantulas (EP) e
mudas sintomaticas (MS), diametro de coleto (DC), altura (A), comprimento de raizes (CR),
peso fresco de parte aérea (PFA) e radicular (PFR), peso seco de parte aérea (PSA) e raizes
(PSR), a relagao A/DC e DC/A e indice de qualidade de Dickson (IQD). O delineamento foi
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des por tratamento. O ensaio foi realizado duas
vezes. Os isolados de Trichoderma spp. ndo diferiram estatisticamente da testemunha para
EP e MS. Houve diferenca estatistica para parametros de crescimento. Em P. taeda o isolado
TPtecNE4 aumentou o DC e em P. elliottii, o isolado TPPNES, aumentou o DC, PFR, A/DC
e DC/A.

Palavras-chave: Espécie florestal, Biocontrole, Promocao do crescimento.
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Control biologico de hongos fitopatogenos de semillas de sésamo
(Sesamum indicum L.) con bacterias antagénicas

D. Echeverria', C. Grabowski'

'Universidad Nacional de Asuncion, Facultad de Ciencias Agrarias - Area de
Proteccion Vegetal — Fitopatologia, San Lorenzo, Paraguay. E-mail: cgrabowski@
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El sésamo Paraguayo exportado cuenta con la declaracion organica exigido por paises
importadores debido la deteccion de residuos de productos fitosanitarios utilizados para la
produccion por lo que tratamientos fitosanitarios no pueden ser realizados de manera informal
y sin asesoramiento técnico. Asi, con el objetivo de evaluar el potencial de control bioldgico
de patdgenos trasmitidos por semillas de sésamo con las bacterias benéficas Bacillus sp.,
Pseudomonas fluorescens y Streptomyces sp. se verificd el antagonismo ejercido por la
produccion de compuestos antimicrobianos hidrosolubles y volatiles sobre el crecimiento
de los patdgenos en condiciones in vitro utilizando los métodos de placa pareada y cultivo
pareado. El disefio experimental utilizado fue completamente al azar (DCA). Los resultados
indican que Bacillus sp., P. fluorescens 'y Streptomyces sp., poseen un efecto antagonico sobre
los hongos Alternaria sesami'y Cercospora sesami, por el efecto de los compuestos volatiles
inespecificos; y por compuestos antimicrobianos producidos en el medio por Bacillus sp.,
y Streptomyces sp. fueron capaces de inhibir el crecimiento micelial de F. oxysporum f.sp.
sesami, A. sesami,y C. sesami. En condiciones controladas las bacterias benéficas no redujeron
significativa la incidencia de M. phaseolina. Streptomyces sp., redujo significativamente la
incidencia en un 60,2% y agresividad en 36,3% del hongo F. oxysporum f.sp. sesami con
relacion al testigo absoluto, mientras que las cepas bacterianas de Bacillus sp. y P. fluorescens
redujeron la incidencia en 69,2% y 76,5 respectivamente.

Palabras-clave: Bacterias antagonicas, Sesamum indicum, Patogenos de semillas.
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Controle alternativo de doencas pos-colheita em maméao Formosa
‘Tainung 01’

Integrando técnicas para entregar resultados

A. M. M. Dantas', S. R. C. Nascimento? B. L. S. Cruz’, M. M. Q. Ambrdsio?,
F. H. A. Silva?

!Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Fitopatologia, Vi¢osa, Brasil,
CEP 36570-000; *Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoré-RN, Brasil,
CEP 59625-900, *Universidade Federal Rural de Pernambuco-Recife, Brasil, CEP
50670-901. E-mail: andrea.dantas@ufv.br

A ocorréncia de doengas pds-colheita em mamao (Carica papaya L.) é um dos principais
fatores limitantes a comercializagdo desta frutifera no mundo. O.objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de produtos alternativos no controle in vitro de fungos fitopatogénicos e na
doenga pds-colheita do mamao Formosa ‘Tainung 01°. O experimento in vitro foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado com cinco fungos (4/ternaria sp., Colletotrichum
sp., Fusarium sp., Lasiodiplodia theobromae ¢ Rhizopus sp.) x cinco tratamentos (6leo
essencial de cravo-da-india, Trichoderma harzianum, fosfito de cobre, fungicida Imazalil
e testemunha) e cinco repetigdes. No experimento in vivo, utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado com cinco tratamentos (6leo essencial de cravo-da-india, T
harzianum, fosfito de cobre, Imazalil e testemunha) x cinco tempos de armazenamento (zero,
7,14, 21 e 28 dias, acrescido de 2 dias de shelf life para cada tempo a 25 + 2 °C), com cinco
repetigdes e trés frutos por repeticao. Os frutos foram armazenados em refrigeragdo a 10 +
2 °C e 90 + 5% UR. As avaliagdes foram quanto a inibi¢ao do crescimento micelial, para o
experimento in vitro, e no in vivo avaliou-se a ocorréncia de doencas pos-colheita. O dleo
essencial de cravo-da-india e 7. harzianum foram tio eficientes quanto o Imazalil na inibi¢io
do crescimento micelial de Alternaria sp., Colletotrichum sp. € Rhizopus sp. Até 21 dias de
armazenamento, os tratamentos com cravo-da-india, 7. harzianum e Imazalil foram iguais
quanto ao controle de patogenos. Os demais tratamentos ndo foram eficientes.

Agradecimentos: CAPES, UFERSA, AGRICOLA FAMOSA, FAPEMIG.

Palavras-chave: Carica papaya L., Cravo-da-india, Fosfito de cobre, Trichoderma
harzianum.
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Controle biolégico da Mancha Preta dos Citros por Bacillus
subtilis: uma alternativa para a citricultura organica

W. L. F. Costa'?, K. C. Kupper?, R. C. Botelho!, S. K. Homma', A. C. da Silva?,
V. Giassi'

!Centro de Pesquisa Mokiti Okada, Ipevina-SP, Brasil, CEP 13537-000; *Centro
de Citricultura “Sylvio Moreira’/IAC, Cordeiropolis-SP, Brasil, CEP 13490-970.
E-mail: wesley.costa@cpmo.org.br

A Mancha Preta dos Citros (MPC), causada pelo fungo Guignardia citricarpa Kiely
(Phyllosticta citricarpa (McAlp.) van der A.A.), é uma das principais doengas dos citros.
Mesmo no cultivo convencional o leque restrito de produtos para o controle da doenca ¢
preocupante uma vez que pode selecionar estirpes resistentes do patogeno. Na agricultura
organica ¢ ainda mais complicado, sendo os produtos a base de cobre a unica alternativa
para o controle. O uso de agentes de biocontrole pode ser uma alternativa interessante para o
manejo da doenga e, entre os organismos mais estudados encontram-se as bactérias do género
Bacillus spp. Este trabalho teve por objetivo avaliar um isolado de B. subtilis no controle
da MPC em pomar de citros organico. O Ensaio foi realizado em um pomar comercial no
municipio de Mogi-Guagu/SP durante a safra 2014/2015. Foram avaliadas duas areas de
laranja doce (variedade Westin). Na area convencional foram realizadas duas pulverizagdes
de 6xido cuproso e duas de 6xido cuproso mais piraclostrobin (estrobirulina), enquanto que,
na area de pomar orgénico foram realizadas cinco aplicagdes com a bactéria (10 células.
mL"). A severidade da doencga foi avaliada uma semana antes da colheita, utilizando uma
escala diagramatica que confere notas de severidade de acordo com o nivel de sintomas nos
frutos, determinando-se o indice de doenga (ID). Para o tratamento convencional o ID foi de
0,58 e, no tratamento bioldgico foi de 2,62. Em areas sem aplica¢@o de produtos, o indice de
doenga foi de 4,0. O isolado apresentou um controle interessante embora ainda nao podendo
ser equiparado ao manejo convencional.

Agradecimentos: Centro de Pesquisa Mokiti Okada, Centro de Citricultura “Sylvio
Moreira”/IAC.

Palavras-chave: Citrus spp., Phyllosticta citricarpa, Indice de doenca.
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Controle de Thielaviopsis paradoxa em cana-de-aciicar por meio
da utilizacdo de produtos formulados a base de Bacillus spp.

Integrando técnicas para entregar resultados

F. Brandi', T. C. Ferreira?, D. P. Silva’, W. Bettiol*

‘Bayer S.A, Divisao de Crop Science, Paulinia-SP, Brasil, CEP 01525-000, °UNESP/
FCA, Botucatu-SP. CEP 18610-307; ’FHO/UNIARARS, Araras-SP. Brasil, CEP
13607-339; *Embrapa Meio Ambiente, Jaguarivina-SP, Brasil, CEP 13820-000.
E-mail: ferreira_uepb@hotmail.com

O fungo Thielaviopsis paradoxa ¢ um habitante natural dos solos e importante patdogeno
da cana-de-agticar e de outras culturas agricolas. Sdo poucos os estudos com Bacillus spp.
visando ao seu controle. O objetivo deste trabalho foi avaliar a efetividade de produtos
formulados a base de Bacillus spp. contra T paradoxa em cana-de-agucar. Para isto foram
plantados, em bandejas previamente preenchidas com solo infestado com 7. paradoxa,
microtoletes da variedade RB867515 tratados com os seguintes produtos e dosagens
separadamente: B. pumilus QST 2808 (BP) e B. subtilis QST 713 (BS) — 5, 10 ¢ 20 mL/
Litro de calda; BP + BS — 5 mL/L; Azoxistrobina (Estrobilurina) + Ciproconazol (Triazol)
[fungicida quimico] - 1,25 mL/L; BP e BS combinados com o tratamento com fungicida
quimico - 5 e 1,25 mL/L, respectivamente. Esses tratamentos foram comparados com
testemunha absoluta e testemunha com solo infestado com o patégeno. As bandejas foram
acondicionadas em ambiente climatizado por 63 dias e avaliados os pardmetros fitotécnicos
(indice de emergéncia, altura das plantas, peso umido e seco do sistema radicular, foliar
e total) e determinada a incidéncia. As misturas entre os produtos nido foram efetivas e B.
subtilis QST 713, nas dosagens de 10 e 20 mL/Litro de calda, obtiveram resultados mais
promissores (maior fitomassa) do que os demais tratamentos no controle de 7. paradoxa e na
promocao de crescimento em cana-de-agucar.

Agradecimentos: Bayer S.A, Embrapa Meio Ambiente.

Palavras-chave: Controle biologico, Bacillus subtilis, Thielaviopsis paradoxa, Saccharum
officinarum.
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Diferentes épocas e sitios de aplicacio de Clonostachys rosea e
acibenzolar-S-metil no controle do mofo cinzento do tomateiro

A. V. Borges!, F. C. Borel', R. M. Saraiva!, L. A. Maffia'
'Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Fitopatologia, Vi¢osa-MG,
Brasil, CEP 36570-000. E-mail: alefevborges@gmail.com

Clonostachys rosea pode controlar patdgenos em diferentes culturas, inclusive Botrytis
cinerea, agente causal do mofo cinzento em tomateiro. Objetivou-se avaliar o efeito da
aplicagdo de C. rosea (10° conidios.mL") e acibenzolar-S-metil (ASM) (0,05 g.L") no controle
de B. cinerea em hastes de tomateiros em diferentes €pocas e sitios de aplicagdo. Aplicaram-
se os tratamentos 6, 4, 2 ¢ 1 dia(s) antes ou imediatamente sobre um ferimento de desfolha
artificial no qual, em seguida, inoculou-se o patdogeno com 30 pL de suspensdo contendo
10° conidios.mL"". A aplicagao foi feita no local de inoculago, na parte aérea distante do
local de inoculagdo (aspersdo) ou no solo (50 mL.vaso™). As plantas foram mantidas a 22
°C, fotoperiodo de 12 h e avaliou-se diariamente, até o oitavo dia, o comprimento das lesdes
causadas na haste. Com estes valores, estimaram-se a area abaixo da curva de progresso
da doenga (AACPD) e a taxa de expansdo da lesdo. Nao houve reducdo significativa da
intensidade da doenca independentemente do local e época de aplicacdo de ASM, nem
quando se aplicou C. rosea distante do ferimento. O antagonista foi eficiente quando aplicado
no local de inoculagio do patdgeno, principalmente aos 6 e 4 dias antes ou sobre o ferimento
no caule. Em vista dos resultados, ha necessidade da presenga do antagonista colonizando os
tecidos antes da chegada do patdgeno para controle do mofo cinzento. Portanto, C. rosea tem
potencial no controle do mofo cinzento em tomateiros quando aplicado sobre os possiveis
sitios de infecgdo pelo patogeno.

Agradecimentos: FAPEMIG, CNPq.

Palavras-chave: Mofo cinzento, Manejo integrado, Controle bioldgico.
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Efeito do nematicida QRD 7017 (Paecilomyces liliacinus cepa
251- 200g/L) no controle do nematoide-das-galhas (Meloidogyne
incognita) na cultura da cenoura (Daucus carota)

Integrando técnicas para entregar resultados

S. R. Souza', V. F. Pereira?, F. O. Asselta®

L2Pesquisadoras da Agroteste Pesquisa e Desenvolvimento, Lavras-MG, Brasil,
CEP 37200-000, *BAYER, Paulinia- SP, Brasil, CEP 13148-914. E-mail: vanessa@
agroteste.com

A cenoura é uma hortali¢a pertencente ao grupo das raizes tuberosas e cultivada em larga
escala no Brasil. Os nematoides de galhas atacam as raizes dessa cultura ocasionando
reducdo de produtividade, deformagdes e interferéncia no comprimento das raizes. Desta
forma torna-se necessaria a avaliagdo de produtos que atuem no controle desses patogenos
com menor impacto ambiental. O objetivo do experimento foi avaliar o efeito do nematicida
QRD 7017 (Paecelomyces lilacinus, cepa 251), no controle do M. incognita na cultura da
cenoura, e na produtividade, aplicado em diferentes doses e intervalos. O experimento foi
realizado no municipio de Campos Gerais, MG. Os tratamentos avaliados foram: testemunha,
QRD 7017 (0,75 L.ha') em aplicagdes A (na semeadura), AC (na semeadura e 6 semanas
apos a semeadura) e ABCD (na semeadura; 2 semanas apds a semeadura; 6 semanas apos a
semeadura ¢ 10 semanas apos a semeadura); QRD 7017 (1,5 L.ha') em aplicagdo A ¢ AC;
e padrao Nemat (0,6 Kg.ha') em aplicacdo AC.O delineamento utilizado foi o de blocos
casualizados, com 7 tratamentos e 4 repeti¢des. Foram realizadas avaliagdes de severidade de
ataque as raizes, nimero de ovos e juvenis/g de raiz, peso fresco de raiz, juvenis/100 cm?® de
solo e produgdo.Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05). O nematicida QRD-7017 aplicado na dose de 0,75 L.ha-
! e nos intervalos AC e ABCD, foi significativamente semelhante ao Nemat e superior a
testemunha, no controle das galhas (M. incognita) na cultura da cenoura (Daucus carota).
Esses tratamentos apresentaram praticabilidade agrondmica além de incrementar a produgao,
podendo ser indicado para o uso no manejo integrado de fitonematoides na cultura.

Palavras-chave: Controle biologico, Meloidogyne incognita, Hortaligas.
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Efeito do Trichoderma asperellum e T. harzianum no crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporiodes do mamoeiro

M. G. O. Soares!, A. L. Silveira!, L. S. Lopes', A. V. Barros', F. S. Fran¢a!, E.
Alves!

'Universidade Federal de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Lavras-MG,
Brasil, CEP 37200-000. E-mail: gilmara.soares2009@hotmail.com

O mamoeiro ¢ uma frutifera de grande importéncia econdmica. A antracnose causada pelo
fungo Colletotrichum gloeosporiodes ¢é a principal doenga de pos-colheita. Trichoderma spp.
sdo utilizados como antagonistas de diversos fitopatdgenos, e constituem uma alternativa
bioldgica no controle de doencas pds-colheita. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
de T asperellum e T. harzianum na inibi¢ao do crescimento micelial de C. gloeosporiodes.
O ensaio foi conduzido em DIC com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos
foram: T1- T harzianum, T2- T. asperellum, T3- C. gloeosporiodes, T4- C. gloeosporiodes
x T harzianum e T5- C. gloeosporiodes. x T. asperellum. Discos de micélio de 5 mm de
diametro dos isolados de Thichoderma spp. e C. gloeosporiodes foram pareados em extremos
de placas de Petri contendo meio BDA. Para os tratamentos controles, discos de micélio
dos fungos estudados foram inseridos no centro das placas para fins comparativos. As
placas foram incubadas em BOD a 25 °C e fotoperiodo de 12 h. O indice de velocidade
de crescimento micelial (IVCM) foi calculado através de medi¢des diarias do diametro das
colonias. Os dados foram submetidos a ANOVA, e as médias foram comparadas pelo teste de
Scott Knott. Houve diferenca significativa entre o [IVCM e os isolados testados. 7. harzianum
apresentou maior eficiéncia na inibi¢ao do crescimento micelial com média de 6,92 mm e
percentual de inibi¢do 54,09%, seguido do 7. asperellum com média de 9,20 mm e 39,03% de
percentual de inibicdo. As espécies de Trichoderma testadas possuem potencial de inibi¢do
de C. gloeosporiodes in vitro, e possivel controle bioldgico em condi¢des de campo.

Palavras-chave: Carica papaya, Antagonismo.
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Efeito dos fungos endofiticos Neofusicoccum parvum e
Schizophyllum commune no controle da Cercospora beticola

Integrando técnicas para entregar resultados

F. J. Telaxka', F. A. Salinas', C. M. D. R. Faria', A. J. Maia!, J. Vanessa', E.
Pittner!

!Universidade Estadual do Centro QOeste do Parand, Guarapuava-PR, Brasil, CEP
85040-170. E-mail: fabiol910@live.com

Microrganismos endofiticos vivem no interior das folhas de plantas sem ocasionar problemas
ha seus hospedeiros, embora possam ser confundidos com fitopatogenos. Estudos evidenciam
também seu envolvimento na produc@o de compostos que conferem resisténcia nas plantas
a fitopatogenos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito antagonico de Neofusicoccum
parvum e Schizophyllum commune sobre Cercospora beticola. Para tanto, foi utilizado placas
de Petri contendo o meio batata-dextrose-agar (BDA), cobertas assepticamente com um disco
de papel celofane, esterilizado em autoclave a 120 °C, durante 30 minutos. Um disco de 12
mm de diametro, contendo micélio e esporos dos possiveis fungos antagonistas, crescidos
em meio BDA por cinco dias foi colocado no centro das placas, sobre o papel celofane. As
placas foram incubadas em camara climatizada a 22 °C por 48 horas (h) (até o micélio atingir
um crescimento de dois tercos da placa), quando o papel celofane foi retirado juntamente
com a colonia do fungo antagonista. Discos de micélio de C. beticola foram retirados do
meio BDA e transferidos para o centro das placas de Petri contendo os metabdlitos ndo
volateis dos possiveis antagonistas. As placas foram incubadas a 22 °C, com fotoperiodo de
12 h. Apods quatro dias de incubacdo foi avaliado o desenvolvimento micelial. Observou-se
que ndo houve diferenca entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de significancia,
sendo a média de 3,76 cm, 3,56 cm e 3,5 cm para a testemunha, S. commune e N. parvum,
respectivamente. Portanto, os fungos endofiticos nio sao antagonicos a C. beticola.

Agradecimentos: UNICENTRO, CAPES.

Palavras-chave: Antagonismo, Simbiose, Controle bioldgico.
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Eficacia de TRICHOMAX (Trichoderma viride) en el control
preventivo de Phytophthora cinnamomi (causante de pudricion
radicular) en plantones de palto var. Zutano en condiciones de
vivero. La Libertad.Peru

B. Leon, M. Alcantara, G. Santillan, D. Moreno, R. Castro, K. Barrionuevo
SOLAGRO S.A.C. E-mail: solagrosac@gmail.com

El palto ha aumentado considerablemente su importancia en la ultima década. En el Pert,
se reportan 24.000 hectareas sembradas, exclusivamente la variedad Hass injertado sobre
zutano. La tristeza del aguacatero o pudricion radicular causada por Phytophthora cinnamomi,
es reconocida como la enfermedad mas destructiva e importante de éste cultivo. Como una
alternativa al control quimico de enfermedades, se han realizado intensas investigaciones,
identificado hongos del género Trichoderma con efecto de supresion sobre P. cinnamomi.
El presente estudio se planted como objetivo evaluar cuatro dosis (5,10,20 y 30 g/planta)
de producto Trichomax (7richoderma viride) en el control preventivo de P. cinnamomi en
plantones de Palto en condiciones de vivero. Como resultados, al evaluar la intensidad de dafio,
de las plantas inoculadas con éste producto, no se observan diferencias significativas entre las
diferentes dosis, sin embargo si de éstas con respecto al Testigo, es decir se pudo proteger la
raiz del ataque del patdogeno. Con respecto a la evaluacion de medidas de peso fresco y seco
de follaje, peso fresco y seco de raiz, altura de follaje, diametro del tallo y longitud de raices
se obtuvo que la dosis de 20g/planta presentd las mayores medidas biométricas con respecto
al Testigo. Al proteger la raices con TRICHOMAX (7richoderma viride.) de este patdogeno
de pudricion radicular, obtenemos como resultado una planta vigorosa.

Agradecimientos: Empresa BEGGIE — Peru.

Palabras-clave: Palto. Hass, Trichoderma, P. cinnamomi, Medidas biométricas.
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Eficiéncia de Bacillus subtilis e extrato de cravo-da-india no
controle de Botrytis cinerea em cachos da cv. Chardonnay

Integrando técnicas para entregar resultados

M. R. Oliveira', J. C. Tonello!, C. V. Chieli', M. A. K. Almanca'
!Instituto Federal do Rio Grande do Sul, Campus Bento Gongalves-RS, Brasil, CEP
95700-000. E-mail: maikerosaa@gmail.com

O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia de B. subtilis e o extrato aquoso de cravo-da-
india no controle do mofo cinzento, causado por B. cinerea em condi¢des de campo. O ensaio
foi realizado em um parreiral (cv. Chardonnay/porta-enxerto P1103) localizado no municipio
de Bento Gongalves, Rio Grande do Sul. Os tratamentos utilizados foram: T1 - Cravo-da-india,
dose de 1% em agua e volume de calda de 200L/ha; T2 - B. subtilis, dose de 0,5/100L de agua
e volume de calda de 200L/ha; T3 - cravo-da-india (1% em agua) e B. subtilis (0,5L/100 L de
agua) e volume de calda de 200L/ha; T4 - Controle positivo, fungicida Iprodiona (Rovral®),
dose de 100g/100L de agua e volume de calda de 300L/ha; TS — Controle negativo, sem
aplicagdo de fungicidas. O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados,
com 3 blocos e 9 repetigdes (plantas). Em cada planta foram avaliados 5 cachos, quanto a
incidéncia e severidade de podriddo cinzenta pela escala diagramatica. As aplicagdes foram
realizadas a partir do estadio fenologico com 50% das caliptras abertas, ervilha, na fase de
fechamento de cacho e a mudanca de cor com um pulverizador eletronico Pulvimat PE 18 de
pressdo uniforme na altura dos cachos. As avaliagdes iniciaram na fase fenélica de pegamento
de cachos, fechamento do cacho, mudanga de cor e dia da colheita. Os tratamentos T1, T2,
T3 ¢ T4, observou-se o maior indice de severidade 15,6% e incidéncia 28,8% na testemunha
(T5). Os tratamentos T1, T2, T3 e T4 ndo diferiram entre si, demonstrando igual eficiéncia
entre o controle bioldgico e quimico.

Agradecimentos: FAPERGS, Vinicola Pizzato.

Palavras-chave: Controle alternativo, Mofo cinzento, Viticultura.
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Eficiéncia de biofungicidas no controle biologico de Sclerotinia
sclerotiorum na cultura da soja na Regiao dos Chapadoées

R. D. J. Pereiral, E. P. Borges!, A. R. Dias!, G. C. Lima!, J. E. Paschoal', A. C.
Cervigni'

'Fundagdo de Apoio a Pesquisa Agropecudria de Chapaddo, Departamento de
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O mofo branco ¢ uma doenga importante na cultura da soja e pode provocar redugdes de
produtividade de até¢ 70%. Os biofungicidas podem apresentar uma solugéo eficiente para o
manejo sustentavel deste patogeno. O objetivo do trabalho foi avaliar a eficacia de diferentes
biofungicidas no controle bioldgico do mofo branco na cultura da soja na regido de Chapadao
do Sul-MS. O experimento foi instalado no dia 29/10/2015, utilizando a variedade P98Y30 RR.
Os tratamentos foram: testemunha absoluta, Trichodermil, StimuControl S, Quality, Predatox,
Ecotrich, Sonata, Serenade e Trichodermax. As aplicagdes de biofungicidas foram realizadas nos
estadios V3 e V6 da cultura, ainda uma aplicagdo do fungicida Frowncide em R1 para todos os
tratamentos. O delineamento experimental de blocos casualidades com 4 repetigdes, parcelas de
21,6 m% Antecedendo a primeira aplicagdo, foi distribuido ao centro das parcelas e abaixo da
palhada, dois sacos de rede contendo 100 esclerddios cada, que foram retirados 10 dias apds a
pulverizagdo no estadio R1, em seguida foram encaminhados para laboratorio, para determinar
a percentagem de germinagdo carpogénica em esclerddios, nimero de esclerddios podres e
esclerodios com Trichoderma. A campo, foi avaliado a incidéncia e severidade da doenca em
plantas de soja, e a produtividade. Os dados foram transformados em “(x+k)"1/2” com k = 0,5,
médias comparadas através do teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os tratamentos com
biofungicidas comparados com a testemunha nenhum apresentou diferenca estatistica no que diz
respeito a percentagem de germinacao carpogénica, nimero de esclerddios podres e esclerodios
com Trichoderma. Nao foi constatada a incidéncia e severidade na cultura da soja, devido a
condig¢des climaticas desfavoraveis ao desenvolvimento do patogeno, acredita se, que pelo mesmo
motivo ndo foi constatada diferenca para as analises realizadas em laboratorio, consequentemente
nao houve diferenca para a produtividade de soja. Portanto, apesar de que neste trabalho a
eficiéncia de controle de biofungicadas ndo foi observada sugere-se a realizagdo de novos
trabalhos a campo e laboratdrio para complementacdo deste resultado.

Agradecimentos: Fundagido Chapadao.
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O manejo eficiente do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), pode ser obtido através do
controle bioldgico com Trichoderma spp. Avaliaram-se os produtos a base de Trichoderma
spp. disponiveis no mercado (Quality, Trichodermil e Trichodermax) foram testados.
Previamente, verificou-se a qualidade dos bioprodutos mediante quatro critérios: contaminagio
por bactérias, concentragdo por contagem e em placa e viabilidade (% germinagéo) dos
conidios. A capacidade antagonista dos isolados de Trichoderma spp. contra o patdogeno
foi realizada segundo metodologia adaptada de cultura pareada. Para tanto, utilizou-se o
isolado de S. sclerotiorum proveniente de Jatai-GO, identificado como muito agressivo.
Em ensaio de campo em blocos casualizados com quatro repeticoes avaliou-se a incidéncia
(%), severidade (%), indice de doenga (ID), reposi¢ao de esclerodios (g) e produtividade
(Kg.ha) para os produtos bioldgicos no controle do mofo (cultivar BRS Valiosa RR —
considerada suscetivel) foi comparada a fungicidas Fluazinam (duas pulverizagdes a partir
de R1) e Tiofanato metilico (3 pulverizagdes a partir de R1). Todos os isolados analisados
mostraram-se antagdnicos a S. sclerotiorum, colonizando o patdgeno por penetragdo e/ou
estrangulamento de suas hifas. Na eficiéncia do controle da doenca destacaram Quality e
Trichodermil, que apresentaram eficiéncia semelhante aos fungicidas Fluazinam e Tiofanato
metilico na reducdo da incidéncia, severidade da doenga e manutenc@o da produtividade da
soja.
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Filtrado do fungo Curvularia eragrostidis no manejo de
Meloidogyne javanica
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A. Costa®
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Brasil. E-mail: lucianaobici@hotmail.com

Os nematoides das galhas causam prejuizos a diferentes culturas. Varias pesquisas
demonstram o potencial de producdo de metabdlitos secundarios fingicos que controlam
esses nematoides. Objetivou-se avaliar o efeito do filtrado de Curvularia eragrostidis no
manejo de nematoides de galhas de tomateiro. Os tratamentos constituiram de testemunha
(dgua), tratamento padrio avermectina, tratamento padrio bioldgico (Purpureocillium
lilacenum) e filtrado fingico. No ensaio in vitro, adicionou-se em tubos de ensaio 50 ovos
de Meloidogyne javanica e os tratamentos. Ap6s 15 dias a 25°C no escuro, foi avaliado o
percentual de J2 eclodidos. Mudas de tomateiro foram transplantadas em vasos (2,5 L) com
solo e areia estéril. Foram inoculados 3.000 ovos em orificios proximo ao colo das plantas,
e aplicou-se 20 mL do filtrado por repeticdo, para os tratamentos padrido avermectina e
bioldgico utilizou-se a recomendagdo do fabricante. O tratamento com o filtrado foi repetido
trés vezes e apds 60 dias avaliou-se a altura de parte aérea, a massa da parte aérea fresca e
seca, a massa fresca do sistema radicular, nimero de ovos e de galhas. O tratamento com
filtrado foi superior a testemunha e ao padrio bioldgico na variavel J2 eclodidos, sendo
inferior ao padrio avermectina. O delineamento experimental utilizado foi o DIC no ensaio
in vitro e DBC no ensaio in vivo, ambos com 8 repeticdes, a comparagao das médias foi feita
pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Nao houve diferenga significativa
no desenvolvimento vegetativo do tomateiro com os tratamentos. O filtrado fingico, padrdo
bioldgico e padrdo avermectina reduziram em 53,7%, 60,6% e 95,9% o nimero de ovos,
respectivamente. Os tratamentos afetaram a formagdo de galhas do nematoide em relacdo a
testemunha.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Galhas, Saprobios.
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O tomateiro (Solanum lycopersicum) € parasitado pelos nematoides de galhas, do género
Meloidogyne, o que afeta a produtividade dos frutos. Nos filtrados de origem flngica
podem haver metabolitos toxicos aos nematoides. Assim objetivou-se avaliar o efeito de
filtrados de Lappodochium lageniforme sobre a eclosdo, infectividade e reproducdo de
Meloidogyne javanica. Os tratamentos constituiram de controle negativo (agua), controle
positivo (avermectina), tratamento padrdo biologico (Purpureocillium lilacenum) e o filtrado
fungico. No experimento in vitro, adicionaram-se em tubos de ensaio 50 ovos de M. javanica
¢ os tratamentos ¢ ap6s 15 dias a 25°C no escuro, avaliou-se o percentual de J, eclodidos.
Transplantou-se mudas de tomateiro em vasos (2,5 L) com solo e areia estéril (2:1), e infestou-
se o substrato com 3.000 ovos em orificios proximo ao colo das plantas, e aplicou-se 20 mL
do filtrado por repeticdo, para os tratamentos padrido avermectina e biologico utilizou-se a
recomendagio do fabricante. O tratamento com o filtrado foi realizado a cada 15 dias e apds
60 dias avaliou-se a altura de parte aérea, a massa da parte aérea fresca e seca, a massa fresca
do sistema radicular, nimero de ovos e de galhas. O delineamento experimental utilizado foi
o DIC no ensaio in vitro e DBC no ensaio in vivo, ambos com 8 repeticdes, a comparagio
das médias foi feita pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. O tratamento
com o filtrado foi superior ao controle negativo e padrdo biolégico na varidvel J, eclodidos,
sendo inferior ao padrao avermectina. Nao houve diferenga significativa no desenvolvimento
vegetativo do tomateiro entre os tratamentos. O filtrado fungico, padrao biologico e padrdo
avermectina reduziram em 62,8%, 56,2% e 98,9% a formagdo de galhas, respectivamente. Os
tratamentos afetaram a produc@o de ovos do nematoide em relagdo a testemunha.

Palavras-chave: Saprobio, Meloidogyne javanica, Tomateiro.
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Fontes alternativas de sacarose na esporulacio de Trichoderma
stromaticum
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A produgdo massal do biofungicida Tricovab® depende diretamente da qualidade ¢ da
quantidade do inéculo de Trichoderma stromaticum produzido. Os esporos obtidos in vitro
sdo utilizados no biocontrole da vassoura de bruxa do cacaueiro no sul da Bahia. O meio de
cultura utilizado na multiplicac@o e esporulagao das matrizes para a producdo do Tricovab®
¢ a base de Batata, Caldo de Cana e Agar (BCCA). O caldo de cana, devido a sua variagdo
na concentragdo de sacarose, constitui-se entrave na produgfo. Esta pesquisa teve como
objetivo estudar fontes alternativas de sacarose para substitui¢ao do caldo de cana. Consta na
literatura que o caldo de cana tem em média 13% de sacarose. Foram avaliados sacarose PA,
aguicar mascavo, agucar cristalino, melago de cana ¢ 0 BCCA como testemunha. As solugdes
de cada tratamento foram calculadas para conterem 13% de sacarose. O preparo de cada
meio seguiu a mesma metodologia do BCCA, substituindo apenas o caldo de cana por fontes
alternativas de sacarose. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
18 repeticdes e houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Os resultados demonstraram
que o meio contendo caldo de cana foi o que obteve maior produgao de esporos, com 2,3x107
esporos/mL. O agticar mascavo foi o tratamento que mais se aproximou do tratamento a base
de caldo de cana, com 1,5x107 esporos/mL. Nenhuma das fontes alternativas de sacarose
testadas produziu mais esporos que a testemunha (BCCA). Os resultados sugerem

que além da sacarose, o caldo de cana pode conter outros componentes essenciais & maxima
esporulagao.
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A podriddo vermelha do sisal (PVS) é uma grave doenca que afeta a produgdo de sisal no
Brasil. Sendo que até o momento, ndo existe um método eficaz para o controle da doenca.
Neste contexto, o controle bioldgico com o uso de agentes microbianos vem sendo estudado e
tem se mostrado uma alternativa promissora. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia
de formulagdes a base de Penicillium citrinum (Pc) no controle da PVS. Para obtencéo das
formulagdes, os conidios de Pc foram extraidos de graos de arroz utilizando-se um extrator,
Mycoharvester MH5b. Foram elaboradas trés formulagdes com os conidios de Pc extraidos:
misturados em bagago de cana-de-agucar, em caulim, e em 6leo emulsionavel. Utilizou-se
também uma formulagdo com arroz usado como substrato de cultivo do fungo. A avaliagdo
da eficiéncia das formulagdes no controle da PVS foi monitorada em casa de vegetagao,
durante 12 meses, nos intervalos de 24 horas, 30, 120, 180 e 360 dias pods elaboragdo e
armazenamento. Observou-se que a eficiéncia de controle das formulagdes somente foi
reduzida (>20%) apds 120 dias de armazenamento, porém a formulacdo de bagaco de cana
manteve a eficiéncia elevada no controle da doenga (>60%). Aos 365 dias, observou-se que
as formulagdes de Pc ndo reduziram de forma significativa a incidéncia, porém a severidade
da doenga se manteve reduzida em todos os tratamentos. Estes resultados indicam que o
bagaco de cana possui potencial para preparagao de formulacdo do fungo P. citrinum para o
manejo da PVS, demonstrando potencial para uso no controle da doenga.
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Fungos endofiticos do género Paraconiothyrium no parasitismo e
viabilidade de esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum
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O género Paraconiothyrium (Ascomycota) acomoda fungos presentes no solo, e podem
ser encontrados como endofiticos em algumas espécies de plantas. Algumas espécies
deste género sdo conhecidas como agentes de controle bioldgico, biorremediadoras e
produtoras de metabolitos com capacidade antimicrobiana. Fungos deste género foram
isolados como endofiticos de gramineas forrageiras. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o parasitismo e a viabilidade de esclerodios de S. sclerotiorum por fungos endofiticos do
género Paraconiothyrium. Os esclerddios foram mergulhados em suspensdo de micélio
dos 16 fungos, previamente crescidos em meio batata-dextrose-agar (BDA) a 20°C durante
10 dias, e posteriormente distribuidos em placas de Petri, em triplicata. Quatro esclerodios
foram organizados por placa, sobre substrato de papel de germinagao, umedecido com agua
destilada estéril, para indugdo da germinagdo miceliogénica do fitopatogeno e possivel
parasitismo pelo endofitico. O teste de viabilidade desses esclerddios foi conduzido em
meio agar-bromofenol (NEON), onde as placas foram colocadas em BOD a temperatura
de 20°C por 10 dias. As avaliagdes foram feitas, diariamente, para detectar ao redor dos
esclerodios a formagdo de halos amarelo-avermelhados, como indicativo de sua viabilidade.
Dos 16 fungos, do género Paraconiothyrium, avaliados, 13 parasitaram esclerddios de S.
sclerotiorum e quatro fungos tiveram efeito positivo na viabilidade dos esclerddios, ou
seja, além de parasitar, conseguiram matar esses esclerddios. Fungos endofiticos do género
Paraconiothyrium apresentaram potencial no controle biologico de S. sclerotiorum.
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Microrganismos endofiticos, geralmente fungos e bactérias, vivem em simbiose no interior
das plantas sem causar aparentemente, danos a seus hospedeiros. Este experimento teve
como objetivo avaliar o possivel efeito antagonico dos fungos endofiticos Neofusicoccum
parvum e Schizophyllum commune sobre A. solani isolado de tomateiro. Foram utilizadas
placas de Petri contendo meio BDA, cobertas com um disco de papel celofane, esterilizado
em autoclave a 120 °C, durante 30 min, com tamanho suficiente para cobrir toda a placa e
ainda sobrar 0,5 cm nas laterais. Um disco de meio BDA, de 12 mm de didmetro, contendo
micélio e esporos dos possiveis fungos antagonistas, crescidos em meio BDA por cinco dias
foram colocados no centro das placas, sobre o papel celofane. As placas foram incubadas em
camara climatizada a 22 °C por 48 h (até o micélio atingir um crescimento de dois tergos da
placa), quando o papel celofane foi retirado juntamente com a colonia do fungo antagonista.
Disco de micélio de 4. solani foram retirados do meio BDA e foram transferidos para o
centro das placas de Petri contendo os metabdlitos ndo volateis dos possiveis antagonistas.
As placas foram incubadas a 22 °C, com fotoperiodo de 12 h, a testemunha foi BDA sem
a presenca de antagonistas. Apds quatro dias de incubagdo, avaliou-se o crescimento das
colonias medindo-se os lados diametralmente opostos. Constatou-se que ndo ocorreu efeito
inibitorio dos fungos endofiticos sobre A. solani apds o sétimo dia de incubacdo, ndo havendo
diferenca significativa entre os tratamentos ao nivel de 5% de significancia pelo teste de
Tukey.
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A indugdo de resisténcia ¢ resultado da interagdo de uma planta com um adequado agente
indutor. A sintese de fitoalexinas estd entre os fatores de resisténcia mais eficientes desta
tatica de manejo, por ocasionar reagdo de hipersencibilidade (RH). Este trabalho teve por
objetivo avaliar o efeito de Oleos essenciais na indugao de fitoalexinas em hipocdtilos de
feijoeiro. Sementes de feijdo da variedade IPR - Tuiuiu foram desinfestadas em solucdo
de hipoclorito de sodio 1% por 5 minutos. Apés, foram lavadas em agua destilada estéril,
semeadas em areia esterilizada por autoclavagem (120 °C por uma hora a latm) e mantidas
no escuro a 24°C durante nove dias. Apds nove dias, segmentos de hipocotilos estiolados
com 5cm foram destacados das plantulas, lavados em agua estéril e mantidos sobre papel
absorvente por 30 minutos. Quatro segmentos de hipocoétilo foram colocados em cada placa
de Petri contendo papel germitest umedecido com agua destilada estéril. Os tratamentos
testados foram 6leo essencial de copaiba, 6leo essencial de eucalipto, Agromoss® e Fox®,
sendo estes pulverizados sobre os hipocotilos (aproximadamente 2 mL). Este ensaio teve
como testemunhas agua destilada e Tween 20® a 0,5%. O teor de faseolina foi mensurado
indiretamente através do espectrofotometro a 280nm. As médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste SNK no Software Sisvar. Os 6leos essencias de eucalipto, de copaiba
e o produto Agromoss® se diferiram estatisticamente dos outros tratamentos. Em relagdo a
testemunha 4gua, proporcionaram aumento na sintese de faseolina em 73%, 71% e 64%,
respectivamente, demonstrando potencial alternativa no manejo de doengas em plantas com
base na indugéo de resisténcia.
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O abacate possui grande importancia na produgao brasileira, sendo o pais, um dos maiores
produtores mundiais. Dentre os fatores que limitam o aumento da sua exporta¢do, encontra-
se a antracnose. Esta doenca ¢ causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, que esta
presente em todos os paises produtores da cultura. Visando a reduc@o do uso de agrotoxicos
no controle de doengas, o fungo 7Trichoderma tem sido uma alternativa como agente de
biocontrole. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de espécies de Trichoderma
sobre o crescimento micelial de C. gloeosporioides. Para isso, duas espécies de Trichoderma
foram utilizadas, além de um isolado de C. gloeosporioides. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro repetigdes. Os tratamentos
foram: T1- T. harzianum, T2- T. asperellum, T3- C. gloeosporioides, T4- C. gloeosporioides
X T harzianum, T5- C. gloeosporioides X T. asperellum. Para a realizagdo do teste de
pareamento, discos de micélio de C. gloeosporioides e Trichoderma foram posicionados nos
extremos de placas de Petri com meio de cultivo BDA.Como controle e comparagao utilizou-
se placas com isolados C. gloeosporioides, T. harzianum e T. asperellum. As placas foram
mantidas em BOD a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Foram medidos os
diametros transversais e longitudinais das colonias por sete dias e com os dados obtidos foram
calculados o IVCM (indice de velocidade de crescimento micelial) e a % I (porcentagem de
inibi¢do). Foi realizada analise de variancia dos dados e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott. Houve diferenca estatistica para IVCM e os isolados testados, sendo o isolado
de T harzianum o mais eficiente na inibigdo do crescimento micelial com média de 8,75 mm
e % I de 63,17%, seguido do 7. asperellum com 14,08 mm e % I de 40,70%, demonstrando
que as espécies de Trichoderma podem ser utilizadas como uma alternativa de controle de C.
gloeosporioides em abacate.

Palavras-chave: Biocontrole, Persea americana, Antracnose.
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Inibicdo da germinacdo de conidios de Alternaria alternata
patétipo tangerina por biofertilizante

S.A.F. Alves', E. B. Corréa', M. C. Bezerra', A. M. da Silva Filho',A. Q. Moura'
!Universidade Estadual da Paraiba, Departamento de Agroecologia e Agropecudria,
Lagoa Seca-PB, Brasil, CEP 58117-000. E-mail: elida.uepb@gmail.com

A mancha-marrom-de-alternaria ¢ uma das principais doengas da tangerina. Diagnosticada
em 2009 na Paraiba, a doenga vem causando grande prejuizo econdmico aos agricultores. O
desenvolvimento de métodos alternativos de controle da doenga ¢ essencial para promover
o cultivo organico da tangerina. De acordo com o exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar
a inibigdo de conidios de A4. alternata patotipo tangerina utilizando-se biofertilizante. O
biofertilizante anaerdbio utilizado foi produzido com esterco verde bovino (40 kg), leite cru
(8L), rapadura (8kg), po-de-rocha (5 kg), cinza (0,5 kg), rama de batata doce (2 kg), folhas
de gliricidia (2kg), folhas de mandioca (2kg), tiririca (2kg) e palma forrageira (2 kg), em
tambor (200L) por 30 dias. Suspensdes de biofertilizante nas concentragdes finais de 0, 20,
25, 30, 35 e 40% foram adicionadas as placas de Elisa; e os conidios (concentracdo final
de 1,05x10°conidios/mL) foram expostos aos tratamentos por 1h. Cada pogo da placa de
Elisa foi preenchido com 200uL, sendo 100uL de suspensdo de biofertilizante ¢ 100uL de
suspensdo contendo os conidios. Apos a exposi¢do, as suspensdes foram depositadas nos
pogos das placas de Kline contendo meio agar-agua, sendo acondicionadas em temperatura
ambiente; os esporos foram avaliados quanto a germinagao ap6s 24h. Decréscimo no niimero
de esporos germinados foi verificado apds a exposicdo dos conidios as concentragdes
crescentes de biofertilizante (y=-1,8x+76,528, R>=0,90**), sendo que a dose de 40% foi a
mais efetiva, inibindo a germinagdo de esporos em 93,5%. Conclui-se que o biofertilizante
testado tem potencialidade para ser utilizado no controle da mancha-marrom-de-alternaria
em tangerina.

Agradecimentos: UEPB, PIBIC.
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Inibicao do crescimento micelial de Lasiodiplodia theobromae com
uso de Bacillus subtilis

Integrando técnicas para entregar resultados
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!Universidade Estadual do Centro Qeste, Departamento de Agronomia,
Guarapuava-PR, Brasil, CEP 85040-170, Instituto Federal do Rio Grande do Sul,
Bento Gongalves-RS, Brasil, CEP 95700-206. E-mail: decarlimayara@gmail.com

O fitopatégeno Lasiodiplodia theobromae infecta inimeras culturas, dentre elas a videira,
causando o declinio ou morte dos vinhedos. A infecgdo ocorre por ferimentos de poda ou
enxertia, o que faz necessario a protecdo das plantas. Os agentes biologicos podem limitar
a entrada dos patdgenos nas plantas, evitando a infecgdo. O objetivo do trabalho foi testar a
acdo do agente bioldgico comercial Bacillus subtilis no controle in vitro de L. theobromae.
A avaliac@o de potencial de controle foi realizada por meio do método de culturas pareadas,
no laboratodrio de Fitopatologia da Universidade Estadual do Centro Oeste. Foram utilizados
dois isolados de L. theobromae, CMM-384 ¢ CMM-307, oriundos de Petrolina-PE. Um
disco micelial do patogeno de 5 mm de didmetro foi inserido no centro da placa e em dois
pontos equidistante inseriu-se uma estria com 100 pL de produto comercial a base de B.
subtilis (Ix10° UFC/g). Placas contendo somente o patogeno foram utilizadas como controle.
As placas foram mantidas em camera de crescimento a 25°C e fotoperiodo de 12 h. O
experimento foi realizado em delineamento totalmente causalizado com 5 repeti¢des, sendo
cada placa uma repeticdo. Apds 36 h foi mensurado o crescimento micelial do fitopatogeno
e calculada a zona de inibi¢do de L. theobromae. A presenca de B. subtilis foi significativa
no controle do crescimento micelial de L. theobromae inibindo em 70,93% o crescimento
micelial do isolado CMM-384 ¢ 87,06% para o isolado CMM-307. Conclui-se que B. subtilis
possui eficacia na inibi¢do do crescimento micelial de L. theobromae.

Agradecimentos: CAPES.
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Inibicao in vitro do crescimento micelial de Colletotrichum musae
por espécies de Trichoderma

L. S. Lopes!, M. G. O. Soares!, A. L. Silveiral, I. P. Barros', G. A. C. Vargas!,
E. Alves'

!Universidade Federal de Lavras, Departamento de Fitopatologia, Lavras-MG, Brasil, CEP
37200-000. E-mail: biolucassilveira@gmail.com

A produgdo de bananas é prejudicada por problemas fitossanitarios como a antracnose,
causada pelo fungo C. musae. O uso de Trichoderma spp. no controle bioldgico tem sido uma
alternativa no manejo das doengas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a inibicdo
in vitro do crescimento micelial de C. musae utilizando espécies de Trichoderma spp..
Foram utilizadas duas espécies de Trichoderma, e um isolado de C. Musae. O delineamento
experimental foi em DIC, com cinco tratamentos e quatro repetigdes. Os tratamentos foram:
T1- T harzianum, T2- T. asperellum, T3- C. musae, T4- C. musae X T. harzianum, T5- C.
musae X T. asperellum. Para o teste de pareamento, um disco de micélio de C. musae e outro
de Trichoderma foram depositados em placas de Petri com BDA. Como controle e para
comparagdo utilizou-se placas com isolados de C. musae, T. harzianum e T. asperellum. As
placas foram mantidas em BOD em temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. Durante
sete dias, foram medidos os didmetros ortogonais das colonias. As variaveis analisadas, o
IVCM (indice de velocidade de crescimento micelial) e a % I (porcentagem de inibicao)
foram calculadas. Foi realizada ANAVA dos dados e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott ano nivel de 5% de significancia. Houve diferenga estatistica para IVCM. O
isolado 7. harzianum foi o mais eficiente na inibigdo do crescimento micelial com média de
13,13 mm de IVCM e 50,34% de I %, seguido do T. asperellum com 19,93 mm de IVCM
e 24,61% de % I em relagdo ao controle (apenas com C. musae). Dessa forma, espécies de
Trichoderma podem ser utilizadas como alternativa de controle de C. musae.

Palavras-chave: Biocontrole, Musa sp., Antracnose.
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Inoculacion de NEMAKONTROL (P, lilacinum) para el control
de Meloidogyne sp. en Capsicum annuum- Pimiento morron var.
Aristotele. Viru. La Libertad. Peru

Integrando técnicas para entregar resultados

B. Leon!, N. Lujan?, W. Salvatierra', M. Alcantaral, R. Castro', K. Barrionuevo'
ISolagro S.A.C; °DANPER. E-mail: solagrosac@gmail.com

El cultivo de capsicum en el Pert presenta actualmente gran desarrollo en la zona norte,
pero se enfrenta también a plagas y enfermedades de dificil control como nematodos,
Pudriciones radiculares y manchas foliares. Como parte del manejo integrado de nematodos
en campo, se planted el uso del producto Nemakontrol (P. /ilacinum), hongo nematofago
para el control eficiente de Meloidogyne sp. en el cultivo de capsicum. Ademas se evaluo el
impacto medioambiental y econémico del uso del producto para el control de nematodos,
comparado con otras medidas convencionales de control. Para realizar éste trabajo se realizo
inoculaciones de Plilacinum y materia organica antes de la siembra en una dosis de 30 Kg/
ha, y se utilizd como Testigo, plantas tratadas con el tratamiento quimico convencional
(Oxamilo), el cual se aplicé dos dias después de la siembra a dosis de 10L/ha .Al realizar las
evaluaciones de las raices a los 74 y 125 dias de aplicacion se observa mayor proporcion de
raices adventicias con respecto al Testigo, ademas no presentaron sintomas de enanismo y
clorosis en el tratamiento con NEMAKONTROL demostrandose el efecto nematofago de P
lilacinus en el control de Meloidogyne sp. en el cultivo de capsicum. Al medir el impacto
medioambiental, no genera residuos quimicos por ser un organismo vivo. En el impacto
econdémico tenemos: en el tratamiento NEMAKONTROL costo $ 221.69/ha y un ingreso
bruto de $74 497.66/ha, el testigo un costo $150/ha y ingreso bruto de $71 138.06/ha; lo
que hace que adicionando $71.69/ha mas hay un rendimiento $ 3 359.60/ha a favor del
tratamiento de NEMAKONTROL.

Agradecimientos: Empresa Danper.
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Leveduras no controle de fungos associados a podridoes na
semente de pimenta de cheiro e estimulo ao crescimento de
plantulas

C.S. Conceic¢io', E. R. Alexandre', A. P. Melo', E. B. Souza?, R. L. R. Mariano',
S. M. A. Oliveira'

'Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Dep. de Agronomia/
Fitossanidade, Recife-PE, Brasil, CEP 52171-900,; *UFRPE, Dep. de Biologia/
Microbiologia, Recife-PE, Brasil. E-mail: anaedualc@hotmail.com

Fungos associados as sementes podem causar podriddes, comprometendo o desenvolvimento
das plantulas de Capsicum spp. Leveduras tém sido utilizadas no controle bioldgico, pois
colonizam o substrato e competem com outros micro-organismos. O objetivo deste trabalho
foi investigar a redug@o da incidéncia de fungos associados a podriddes da semente de pimenta
de cheiro (C. chinense) e o estimulo ao crescimento de plantulas, utilizando as leveduras
Pichia anomala (CC-2) e Rhodotorula aurantiaca (LMA1). As sementes foram imersas
em suspensdo das leveduras, na concentragdo de 1,5 x 107 cel.mL"!, durante 20 minutos.
Para cada tratamento, 400 sementes foram dispostas em papel de filtro umedecido com agua
destilada esterilizada depositados em caixas tipo gerbox e avaliadas aos 20 dias quanto a
incidéncia de fungos totais na semente (IFT). Em seguida, a plantulas foram transplantadas
para bandejas de 200 células, determinando-se apos sete dias o tamanho das plantulas (TP).
Os fungos detectados causando podriddo nas sementes foram Aspergillus spp., Penicillium
spp., Alternaria spp. e Fusarium sp. O tratamento com LMA1 reduziu o IFT em 33,75%
e aumentou o TP em 68,23%. Em conclusédo, a levedura LMA1 foi eficiente no controle
dos fungos associados a podriddes de pimenta de cheiro, agindo ainda como promotora de
crescimento das plantas.

Agradecimentos: CAPES, CNPq.
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Manejo de Meloidogyne javanica por filtrado do fungo Dictyochaeta
obeispora
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O nematoide Meloidogyne javanica causa prejuizo a cultura do tomateiro, tanto o
desenvolvimento da planta quanto a producdo de frutos. Estudos mostram potencial de
filtrados fingicos no controle de fitonematoides. Objetivou-se avaliar o efeito do filtrados
de Dictyochaeta obeispora no manejo de nematoides de galhas de tomateiro. Os tratamentos
constituiram de testemunha, tratamento padrdo avermectina, tratamento padrio bioldgico
(Purpureocillium lilacenum) e filtrado fungico. No experimento in vitro, os tratamentos
foram adicionados em tubos de ensaio e aplicados 50 ovos de M. javanica em cada tudo.
Apbs 15 dias a 25°C no escuro, avaliou-se o percentual de J2 eclodido. Mudas de tomateiro
foram transplantadas em vasos (2,5 L) com solo e areia estéril, onde foram inoculados 3.000
ovos em orificios proximo ao colo das plantas, e aplicados 20 mL do filtrado por repeticao.
Para os tratamentos padrdo avermectina e bioldgico usou-se a recomendagio do fabricante.
O tratamento com o filtrado foi repetido trés vezes e apos 60 dias foram avaliados a altura de
parte aérea, a massa da parte aérea fresca e seca, a massa fresca do sistema radicular, nimero
de ovos e de galhas. O delineamento experimental utilizado foi o DIC no ensaio in vitro e
DBC no ensaio in vivo, ambos com 8 repeti¢des, a comparacao das médias foi feita pelo
teste Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. O tratamento com filtrado reduziu mais
a eclosdo de J2 do que a testemunha e padrdo bioldgico e menos que o padrio avermectina.
Nio houve diferenca significativa no desenvolvimento vegetativo do tomateiro entre os
tratamentos. O filtrado fungico, padrdo bioldgico e padrdo avermectina reduziram em 63,6%,
55,9% e 96,8% o numero de galhas, respectivamente. Os tratamentos afetaram a producao de
ovos do nematoide em relag¢@o a testemunha.

Palavras-chave: Controle, Galhas, Saprobios.
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Manejo de nematoides de galhas com filtrado do fungo Curvularia
inaequalis
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O ataque de nematoides das galhas em tomateiro afeta a produtividade das plantas. Sabe-
se que alguns filtrados de origem fungica pode haver metabolitos toxicos a nematoides.
Objetivou-se avaliar o efeito do filtrados de Curvularia inaequalis no manejo de nematoides
de galhas de tomateiro. Os tratamentos constituiram de testemunha (agua), tratamento padrao
avermectina, tratamento padrio biologico (Paecilomyces lilacinus) e filtrado fingico. No
experimento in vitro, adicionou-se em tubos de ensaio 50 ovos de Meloidogyne javanica e
os tratamentos e ap6s 15 dias a 25°C no escuro, avaliou-se o percentual de J, eclodido. Nos
testes in vivo, transplantou-se mudas de tomateiro em vasos (2,5 L) com solo e areia estéril
(2:1), e infestou-se o substrato com 3.000 ovos em orificios proximo ao colo das plantas. Em
seguida aplicou-se 20 mL do filtrado. Para os tratamentos padrdo avermectina e biologico
utilizou-se a recomendagdo do fabricante. O tratamento com o filtrado foi realizado a cada
15 dias e apds 60 dias foram avaliadas a altura de parte aérea, a massa da parte aérea fresca
e seca, a massa fresca do sistema radicular, nimero de ovos e de galhas. O delineamento
experimental utilizado foi o DIC no ensaio in vitro e DBC no ensaio in vivo, ambos com
8 repeti¢des, a comparagdo das médias foi feita pelo teste Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. O tratamento com filtrado foi superior a testemunha e padrio biologico na
varidvel J, eclodidos, sendo inferior ao padrdo avermectina. Nao houve diferenca significativa
no desenvolvimento vegetativo do tomateiro com os tratamentos. O filtrado fingico, padrdo
bioldgico e padrdo avermectina reduziram em 90,9%, 60,9% e 97,3% a reprodutibilidade de
M. javanica, respectivamente. Os tratamentos afetaram a formacdo de galhas nas raizes em
relacdo a testemunha.

Palavras-chave: Metabolito secundario, Meloidogyne javanica, Tomateiro.
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Perfil dos egressos da disciplina de graduacéo de controle biolégico
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O controle bioldgico é uma estratégia para o manejo de doengas de plantas que tem crescido
nos ultimos anos e, para atender a demanda de treinamento de técnicos foi criada a disciplina
de graduagdo especifica na area, mas ainda nao se sabe o quanto esta disciplina tem sido
util na atuago profissional de agronomos, bidlogos e engenheiros florestais que cursaram
a disciplina. Neste contexto, objetivou-se investigar o perfil dos egressos que cursaram a
disciplina de controle bioldgico de doengas de plantas, na Universidade Federal de Lavras, no
periodo de 2011 a 2016. Foram entrevistados 76 egressos pela aplicagao de um questionario
sobre a formagio e atuacgdo profissional. O critério de inclus@o para o questionario (amostra)
foi o aceite ao convite para o preenchimento desse. A amostra foi composta por 20 egressos
que corresponde a 26,32% do numero total de entrevistados. A coleta de dados ocorreu no
periodo de junho a agosto de 2016. O estudo caracterizou-se como transversal, com uma
abordagem qualitativa, e para analise foi utilizada estatistica descritiva (frequéncia relativa e
absoluta). Os resultados indicaram que os estudantes que optaram por esta disciplina durante
a graduagdo, 84,21% foram discentes do curso de agronomia, 11,84% cursavam ciéncias
biologicas e 3,95% engenharia florestal. Do total de egressos, 42,1% ainda ndo concluiram
a graduagdo, 25% optaram por uma pods-graduacdo e 32,9% ingressaram no mercado de
trabalho. Sendo que, 7,89% desses ex-alunos atuam diretamente no biocontrole de doengas
de plantas. Quanto a importancia da disciplina na atuag@o profissional do egresso, 70%
relataram a relevancia do contetido para a profissdo. A disciplina de controle bioldgico de
doencas de plantas é optativa e ainda é pequeno o numero de alunos que a cursou, mas
percebe-se que a maior procura € por parte de alunos de agronomia e que o conhecimento
adquirido tem sido 1til para a atuagio profissional da maioria daqueles formados que estdo
no mercado de trabalho.
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Potencial antagénico de las bacterias benéficas Bacillus
amyloliquefaciens y Pseudomonas fluorescens contra Alternaria
solani Sorauer causante del tizon temprano del tomate
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En busqueda de medidas que garanticen la sostenibilidad de la produccion agricola, minimicen
los costos para el manejo integrado del tizon temprano, el control bioldgico constituye una
alternativa para reducir la demanda de productos quimicos y el riesgo de sus residuos. Asi,
la accion antagonica de bacterias como Bacillus amyloliquefaciens (Ba), y Pseudomonas
Sfluorescens (Pf) que han demostrado capacidad de inhibir el crecimiento de varios patogenos
e con propiedades de excretar metabolitos y/o compuestos volatiles que permiten competir
con patdgenos y actuar en nichos ecologicos donde los productos fitosanitarios no son
eficientes, reduciendo la presion seleccion sobre los patdgenos. Con el objetivo de evaluar las
bacterias benéficas Ba y Pf seleccionadas en otras investigaciones como agentes potenciales
de control biologico del tizon temprano, se verifico el antagonismo ejercido por la produccion
de compuestos antimicrobianos hidrosolubles y volatiles en el medio de cultivo sobre el
crecimiento de As en condiciones in vitro por los métodos del cultivo pareado y el pareado
de placas. Los resultados indican que existe un efecto antagdnico sobre el crecimiento de
As por las bacterias Ba y Pf inhibiendo en 4,7 y 1,4 % su crecimiento micelial y reduciendo
su crecimiento en 21,6 y 9,7 % respectivamente por la liberacion de compuestos volatiles.
Los resultados son promisores y experimentos en condiciones de invernaderos estan siendo
conducidos para confirmar el potencial antagonico observado contra As.

Palabras-clave: Bacterias benéficas, Control biologico, Alternaria solani.

236 CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS DE PLANTAS




Xll Reunido Brasileira de Controle L
oyl avras
Biolégico de Doencas de Plantas 18 820 de

3 outubro de

XVI Simpésio de Manejo de
Doencas de Plantas

RC
L

Potencial de inibicdo do crescimento in vitro de Pseudomonas
syringae pv. tomato por fungos endofiticos produtores de volateis

Integrando técnicas para entregar resultados

I. A. F. M. Santos', P. S. de O. Nunes', M. C. P. Monteiro', P. G. Cardoso'
!Universidade Federal de Lavras, Departamento de Biologia, Lavras-MG, Brasil,
CEP 37200-000. E-mail: italo.ferrer@hotmail.com

Ocorrendo em regides de temperatura amena e alta umidade, a pinta-bacteriana (Pseudomonas
syringae pv. tomato), ¢ uma das principais bacterioses do tomateiro. Dentre outros fatores, a
rapida multiplicacdo e disseminagao desse patogeno em condi¢des favoraveis, além da baixa
eficacia do controle quimico, dificulta 0 manejo dessa doenga. Uma alternativa para o manejo
¢ o biocontrole utilizando agentes produtores de substincias bioativas. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o potencial de inibi¢do in vitro do crescimento de P. syringae pv. tomato
por atividade de 12 fungos endofiticos produtores de compostos orgénicos volateis (COVs).
Em placas bipartidas, com quatro repeti¢des, cada fungo foi cultivado em uma das partes da
placa contendo o meio BDA, e incubados a 25°C em BOD. Apos sete dias, foi adicionada,
na outra parte da placa contendo o meio MB , 100uL de suspensdo bacteriana ajustada para
uma DO, _.,, ~de 0,1, correspondendo a 1x10% UFC.ml", e incubadas por 72 horas. Apds
o periodo de exposicdo aos volateis, em comparagdo ao controle, sem o fungo, a menor
formagéo de colonias do fitopatogeno foi considerada inibigdo parcial. Nove fungos inibiram
parcialmente o crescimento de P. syringae: Muscodor coffeanum (COAD 1900 e 1842), M.
vitigenus (C12, HZM10 e HZM39), M. yucatanensis (HZM64), Acremonium sp. (C19) e
Simplicillium sp. (C18 e HZM41). COVs produzidos por alguns dos fungos reduziram o
crescimento do fitopatdgeno, demonstrando potencial de utilizagdo desses microrganismos
como agentes de biocontrole no manejo da P. syringae pv. tomato.

Agradecimentos: FAPEMIG, CAPES, CNPq.
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Potencial do uso da pulveriza¢ao de rizobactérias no controle do
mofo branco em soja

L. M. M. Duré', L. R. Rocha?, D. R. Pedrinho?, B. O. Corréa?

!Universidade Federal do Mato Grosso do Sul - Campus de Chapaddo do Sul, Mato
Grosso do Sul, Brasil, CEP 79560-000; *Universidade Uniderp Agrdrias - Campus
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, CEP 79035-470. E-mail: laisdure@
gmail.com

O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de uso de duas bactérias isoladas de solo sob
cultivo de cana-de-agucar, no biocontrole do mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) em
folhas destacadas de soja das cultivares Codetec 217, Codetec 208 e Codetec 266. Para tanto,
sementes das cultivares Codetec 217, Codetec 208 e Codetec 266 foram semeadas em vasos
com capacidade para 5 L com solo. Apds 40 dias foram coletados os trifolios de cada uma
das cultivares e levados ao laboratorio de Fitopatologia, para o tratamento com as bactérias
Fit-03 e Fit-04 (Pseudomonas fluorescens) para entdo adicionar um disco de micélio do
fungo S. sclerotiorum, com cinco dias de crescimento. As mesmas foram depositadas
em bandejas plasticas, contendo papel germitest umedecido e acondicionadas em sacos
plasticos transparentes e incubadas em BOD a 25°C. Como testemunhas foram utilizadas
folhas pulverizadas apenas com solugdo salina (NaCl 0,85%). As avaliagdes foram diarias
observando os primeiros sintomas de necrose, para tanto foi utilizado paquimetro digital,
medindo a lesdo tanto horizontalmente como verticalmente, na face abaxial dos foliolos. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5%. A bactéria Fit-04 destacou-se por reduzir em 67,3%
as lesdes necroticas provocadas por Sclerotinia sclerotiorum em folhas destacadas de soja
para cultivar Codetec 217, enquanto a bactéria Fit-03 controlou 50,2% as lesdes para cultivar
Codetec 266. Entretanto, para a cultivar Codetec 208 nao foi observado controle do patdgeno
com nenhuma das bactérias. De acordo com os resultados, concluiu-se que as bactérias Fit-03
e Fit-04 sdo capazes de controlar o mofo branco em diferentes cultivares de soja.

Palavras-chave: Microbiolizacdo, Antagonismo, Controle Bioldogico, Pseudomonas
Sfluorescens, Sclerotinia sclerotiorum.
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Potencial migratério de leveduras em ramos de cacaueiro
infectados com Moniliophthora perniciosa

Integrando técnicas para entregar resultados
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As leveduras agem por competi¢ao e possuem potencial migratorio nos tecidos colonizados.
Seis isolados de leveduras 014, 050, 162, 169, 207 e 210 considerados biocontroladores
do fungo Moniliophthora perniciosa foram testados quanto a sua capacidade migratoria em
ramos de vassoura de bruxa. O experimento foi conduzido com fragmentos de 10 cm de
vassouras secas autoclavados e afixadas no meio de erlenmeyers com SDA, onde haviam
sido transferidos 100 microlitros da suspensdo de células de cada uma das leveduras a
serem testadas na concentracdo de 5 x 105 ufe/mL. Apos a incubagio a 26°C por 10 dias,
os fragmentos foram retirados e cortados as por¢des que ficaram em contato com o meio
e as leveduras, sendo o restante dividido em trés porgdes, parte basal, mediana e apical
junto com 9mL de ADE (agua destilada esterilizada). As suspensdes foram espalhadas em
placas e incubadas por 48h, quando a contagem de colonias foi realizada. O delineamento
foi inteiramente casualizado, seis tratamentos com trés repeticdes. Apds a transformagdo
logaritmica, os dados foram analisados e as médias de ufc/segmento comparadas entre pelo
Tuckey (5%). Houve colonizag@o por todas as leveduras até o segmento apical. O isolado
050 apresentou as menores médias para as trés por¢des dos segmentos em relagio aos demais
(122 - 613 ufc/segmento). Destacaram-se os isolados 162, 169 e 207 com médias entre as
mais altas para todas as porgodes (1667 - 2492 ufc/segmento), e, o isolado 14, que apresentou
médias mais baixas nas porgdes basal e intermediaria e entre as mais altas para a apical
(2829,75 ufc/segmento). Conclui-se que as seis leveduras migram nas vassouras secas 0 que
¢ excelente para o controle biologico da doenca.
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Producio de protease por isolados de Cladosporium spp. durante
0 antagonismo aos principais patégenos fungicos do arroz

A. A. Chaibub!, T. P.de Sousa?, L. G. Araujo?, M. C. C. Filippi3

'Universidade de Brasilia, Brasilia-DF, Brasil, CEP 70910-900; *Universidade
Federal de Goids, Goidnia-GO, Brasil, CEP 74690-900, *Embrapa Arroz e Feijdo,
Santo Antonio de Goias-GO, Brasil, CEP 75375-000. E-mail: thatyane (@hotmail.
com

O arroz ¢ afetado por doengas fungicas que podem causar perdas na produtividade de até
100% da cultura. O controle ¢ realizado através da aplicagdo de fungicidas, muitas vezes
abusiva, colocando em risco o meio ambiente. Cladosporium spp. ja foi relatado como
agente de controle bioldgico para diversas pragas e doencas. O objetivo do trabalho foi
quantificar a atividade de protease durante a interagdo entre Cladosporium spp. e patdogenos
fangicos do arroz (Cochliobolus miyabeanus; Monographella albescens; Magnaporthe
oryzae; Sarocladium oryzae e Thanatephorus cucumeris). O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢des e vinte tratamentos que consistiram
no cultivo dos cinco patdgenos com quatro isolados de Cladosporium spp. A deteccdo da
atividade de protease foi realizada a partir do cultivo de suspensdes de Cladosporium spp.
a 10° con.mL"' em 25 mL de meio minimo suplementado com parede dos patogenos (0,5%)
e o controle consistiu no cultivo dos isolados de Cladosporium spp. na auséncia da parede
dos patdgenos. Foram realizadas coletas apds a incubacgdo (24 a 96 horas) e a atividade
determinada utilizando azocaseina como substrato e quantificada em espectrofotometro a
450 nm. Os dados do antagonismo foram subtraidos do controle (produgdo de protease por
Cladosporium spp. sem patogenos) e realizada analise de variancia com médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05). Observou-se que todos os isolados testados responderam a
presenca da parede dos patdgenos, a partir das 24 horas, os isolados de Cladosporium spp.
secretaram protease na presenca da parede dos patogenos testados. O antagonismo envolve
a degradagdo da parede celular do patdgeno por enzimas liticas produzidas por bioagentes
e os isolados de Cladosporium spp. mostraram-se potenciais para estudos e utilizacdo em
plantas de arroz.

Palavras-chave: Controle bioldgico, Enzimas liticas, Antagonismo.
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Promocaode crescimento em tomateiros mediada por Clonostachys
rosea

Integrando técnicas para entregar resultados

F. C. Borel', A. V. Borges!, R. M. Saraiva!, L. A. Maffia!
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Dentre os microrganismos com potencial para uso na agricultura, destaca-se Clonostachys
rosea, que ¢ antagonista a varios fitopatdogenos e, em plantas, pode induzir resisténcia e
promover o crescimento. Objetivou-se avaliar a promogdo de crescimento em tomateiros
mediada por C. rosea, em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo. Compararam-se
seis tratamentos: 1 a 4) aplicacao individual de quatro isolados de C. rosea (10° conidios.mL-
1, 5) mistura destes isolados (10° conidios.mL") ¢ 6) dgua destilada. Imergiram-se sementes
de tomate em cada tratamento por 1 h, semearam-se duas sementes/vaso e, imediatamente
apos, aplicaram-se 20 mL de suspensdo de C. rosea por vaso, nos tratamentos respectivos.
Diariamente, avaliou-se a emergéncia de plantas. Ao final do experimento, apds 35 dias,
avaliaram-se: altura, peso das plantas, nimero de folhas, peso de raizes frescas e secas, peso
de parte aérea fresca e seca, bem como a frequéncia de colonizagdo de C. rosea em raizes,
hastes e folhas nos tergos inferior, médio e superior das plantas. Com a aplicagao de C. rosea,
ocorreram aumentos do tempo de emergéncia de plantas, da emergéncia total, bem com da
altura e peso das raizes e da parte aérea. A colonizacdo do antagonista predominou no terco
inferior das plantas, e ocorreu em mais que 80% dos segmentos de raizes, entre 30 a 70%
em segmentos de hastes e menos que 1 % de folhas. Conclui-se que C. rosea tem o potencial
de promover o crescimento de plantas de tomateiros e sobreviver nos tecidos, especialmente
raizes.

Agradecimentos: FAPEMIG, CNPq.

Palavras-chave: Biocontrole, Mecanismo de agdo, Manejo integrado, Solanum lycopersicum.

CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS DE PLANTAS 241



XIl Reuniao Brasileira de Controle [ Bvras

Biolégico de Doengas de Plantas 16 820.de

XVI Simpésio de Manejo de i o%’?ge
Doencas de Plantas & <

Integrando técnicas para entregar resultados

Rhizobacterial volatiles in the control of anthracnose in common
bean
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Microbial volatile organic compounds (mVOCs) have been shown recently toxic to
phytopathogens, but information about their effect in vivo is scarce. We aimed to evaluate
the effect of Bacillus amylolicefaciens ALB629 and UFLA285 mVOCs on anthracnose
(Colletotrichum lindemuthianum) control in common bean (Phaseolus vulgaris L.). An in
vitro test in bipartite Petri dish was set up and spore numbers and the pathogen mycelial
growth were assessed in the presence of mVOCs. Additionally, mVOCs were tested in
vivo to check their effect against anthracnose. ALB629 reduced spore numbers (31%),
while UFLA285 and ALB629 inhibited mycelial growth by 16 and 18%, respectively. Both
bacterial volatiles controlled anthracnose in vivo (79-85%). The volatiles from bacteria were
identified as 3-hydroxy-2-butanone, 3-methylbutanoic acid, and 2-methylbutanoic acid.
Rhizobacteria volatiles may represent a new tool for disease management.
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Selecao de isolados de Trichoderma sp. para o biocontrole de
Sclerotinia sclerotiorum em condicoes favoraveis ao mofo branco
do feijoeiro comum

Integrando técnicas para entregar resultados
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O feijoeiro comum ¢ atacado por diversos patdgenos, entre eles o fungo Sclerotinia
sclerotiorum, agente etioldgico do mofo branco. Sabe-se que o controle quimico tem
baixa eficiéncia sobre estruturas de resisténcia do patogeno (esclerodios), devido ao sitio
de sobrevivéncia (solo) e ao fechamento do dossel a partir do florescimento, que dificulta
a protegdo das plantas. O fungo Trichoderma sp. tem sido utilizado no biocontrole de S.
sclerotiorum. No entanto, ha davidas sobre a adaptacdo de isolados em regides com
temperaturas amenas, favoraveis a doenca. Portanto, o objetivo do trabalho foi selecionar
isolados de Trichoderma promissores no parasitismo de esclerodios sob condi¢des de
temperatura em torno de 20°C. Vinte e sete isolados de Trichoderma sp. foram multiplicados
em grios de arroz autoclavado, e mantidos por sete dias a 20°C. Posteriormente foi preparada
para cada tratamento (isolado), suspenséo ajustada em 1x10° conidios mL"'. Os tratamentos
foram aspergidos sobre esclerddios dispostos sobre 150g de solo, em caixas gerbox, com trés
repeti¢des por tratamento. A umidade do solo foi mantida em 100% da capacidade de campo,
e a temperatura, a 20°C+2. A avaliacdo do parasitismo ocorreu 30 dias apds inoculagdo por
inspe¢do visual. A viabilidade dos esclerddios foi verificada aos 60 dias apos tratamento,
sobre discos de cenoura. Os isolados TR770 e TR832 apresentaram parasitismo acima de
80%, enquanto que os demais isolados obtiveram médias variando de 0 a 58%. Com relagéo a
viabilidade de esclerodios, o isolado TR770 apresentou o melhor resultado, com redugdo para
20%, comparado aos outros que variaram de 33 a 100% de viabilidade. Concluiu-se que a
maioria dos isolados ndo foram eficientes quanto ao parasitismo e degradagio de esclerodios
de S. sclerotiorum, porém, dois isolados se destacaram como promissores para testes futuros.
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Selecio de isolados de Trichoderma spp. antagonistas a Sclerotinia
sclerotiorum
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Considerando a importancia do mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, para o
feijoeiro no Brasil, a necessidade de alternativas de manejo da doenca e a caréncia de estudos
de biocontrole da doenca no pais, delineou-se este trabalho. Objetivou-se obter isolados
de Trichoderma spp. de lavouras de feijdo e soja de Minas Gerais e avaliar o potencial
antagonista desses isolados a S. sclerotiorum. Obtiveram-se 48 isolados: 30 da rizosfera,
11 epifiticos, quatro endofiticos e trés de restos culturais. Com base no sequenciamento
das regides /7S, TEF1-a ¢ RPB2, incluiram-se os isolados em oito espécies: 29 como T.
harzianum; cinco como T. koningiopsis; quatro como 7. hamatum; quatro como T. atroviride;
dois como T asperelloides; dois como T. longibrachiatum; um como T. asperellum e um
como T. neokoningii. Avaliaram-se os isolados por meio de varios ensaios. Oito isolados
cresceram mais eficiente e rapidamente em meio de cultura. Quanto ao antagonismo a
S. sclerotiorum, em testes de pareamento de culturas, oito isolados inibiram em 100% o
crescimento do patdogeno. Quanto ao potencial de micoparasitismo, 24 isolados foram
eficientes em parasitar esclerodios no solo, com 79 a 99% de eficiéncia. Testou-se, também,
a inibi¢do da germinagdo de esclerddios em agar-agua: 31 isolados inibiram de 78 a 100%
a germinagdo miceliogénica e sete inibiram em mais de 85% a germinac@o carpogénica.
Um isolado de T' harzianum foi o mais eficiente em reduzir a sobrevivéncia, a germinagio
miceliogénica, bem como a carpogénica de esclerodios, e tem potencial no biocontrole de S.
sclerotiorum.
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Serifel (Bacillus amyloliquefaciens cepa MB1600) no controle de
Cryptosporiopsis perennans em pré-colheita de maca

M. O. Manosso!, F. C. Romano?, R. B. Rodrigues®, M. Tkeda*, E. A. Teixeira®,
R. Damiani®

!Pesquisador de Desenvolvimento de Produtos BASF; ‘Gerente de Projetos
Biolégicos BASF, BASF S.A., Sao Paulo-SP, Brasil, CEP 04794-000; ’Gerente de
Desenvolvimento de Produtos BASF; *Pesquisador Expert Global BASF'; “Assistente
de Pesquisa BASF, °Estagidria BASF. E-mail: miguel.manosso@basf.com

A podridao olho de boi causada por Cryptosporiopsis perennans ¢ uma das principais
doengas de maga em pos-colheita no Brasil, o controle da doenga tem como base a aplicagdo
de fungicidas, principalmente na fase final de maturagio dos frutos. Este trabalho teve como
objetivo avaliar o controle dessa doenga com aplicacdes de Serifel, biofungicida a base de
Bacillus amyloliquefaciens cepa MB1600. Foram realizadas 2 aplicagdes (7 e 1 dia antes
da colheita) de Serifel nas doses 0,25; 0,5; 0,75 e 1 kg.ha' e do padrao Serenade 2L.ha
!. Houve efeito significativo das doses do biofungicida Serifel na AACPS e AACPI da
podriddo olho de boi. Os dados apresentaram melhor adequacdo ao modelo quadratico de
regressao, sendo a dose de 1 Kg.ha' a de maior redugdo tanto da AACPS, quanto da AACPI.
No teste de Dunnett verificou-se que o biofungicida Serifel aplicado na dose de 1Kg.ha™!
diferiu significativamente do biofungicida comercial testado e apresentou menores AACPS
e AACPI que este. O biofungicida Serifel apresenta eficacia no controle da podridao olho de
boi em maca quando aplicado na dose de 1 Kg.ha'.
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Serifel (Bacillus amyloliquefaciens MB1600) no biocontrole de
Botrytis cinerea em frutos de uva
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O fungo Botrytis cinerea, causador da doenga podridao cinzenta da uva, é capaz de atacar
quase todos os orgdos da planta, mas sd3o ataques aos cachos, durante a maturagdo que
assumem maior gravidade. Agentes de controle bioldgico ajudam a reduzir os danos causados
por doengas, com isso o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia de Serifel, biofungicida
a base de Bacillus amyloliquefaciens cepa MB1600 no controle da podridao cinzenta da uva,
var. Trebiano. Foram avaliados os fungicidas biologicos, Serifel, nas doses 0,25; 0,5; 1 e 2
kg/ha e Serenade (Bacillus subtilis) 2L/ha, em 6 aplicacdes consecutivas (A,B,C,D,E e F),
além desses, foram avaliados tratamentos utilizando as mesmas doses dos anteriores sendo
que as 2 primeiras aplicagdes (A e B) foram substituidas por Collis (Boscalid+kresoxim-
methyl) no programa de aplicagdo de Serifel e Mythos (Pyrimethanil) no programa de
aplicacdo de Serenade. As aplicacdes foram realizadas com o cultivo nos estadios: 66, 71,
81, 85 BBCH, pré-colheita e colheita. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Duncan (p<0,05). A dose de 0,5 kg/ha de Serifel diferiu
estatisticamente da dose de 0,25 kg/ha do mesmo produto no controle da doenga, porém
ndo diferiu das doses superiores (1 e 2 kg/ha). Serifel a 0,5 kg/ha foi suficiente para exercer
controle estatisticamente superior a Serenade 2 L/ha, até mesmo aos 7 dias apds a colheita. A
menor incidéncia da doenca foi obtida pelos tratamentos com Collis seguido de Serifel, nas
doses 0,5; 1; e 2 kg/ha, que também apresentaram menor severidade, porém ndo diferiram
estatisticamente das mesmas doses apenas de Serifel, no estadio 85, e de Mhytos + Serenade
apo6s 7 dias da tltima aplicacdo.

Palavras-chave: Podriddo cinzenta da uva, Controle, Fungicidas biologicos.
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Supresion de la eclosion in-vitro de Meloidogyne javanica en
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Los nematodos causan una de las enfermedades mas daninas, que disminuye el rendimiento
en 30 a 50%, en el mundo se estima que US$ 100 billones de pérdidas son generadas por estos.
Los nematodos de agalla poseen una amplia gama de hospederos, donde originan células
gigantes (hipertrofia) interfiriendo en la absorcion de agua y nutrientes. Este estudio tuvo por
objetivo evaluar la supresion en la eclosion de M. javanica de los diferentes tratamientos.
Los tratamientos fueron: TO=agua, T1=Tween, T2= Oleo esencial de Eucaliptus sp., T3=
Oleo esencial de Origanum vulgare, T4= Oleo esencial de Piper nigrum, T5= Oleo esencial
de Copaifera officinalis, T6= Paecilomyces, T7= compuesto organico (linaza+vinagre
de vino organico, 1:1) y T8= Vertimec, los oleos esenciales fueron utilizados al 0,5%,
utilizando como coadyuvante Tween (1:1). La supresion fue evaluada por la determinacion
del porcentaje de eclosion de huevos de M. javanica despues de 14 dias de incubacion en
oscuridad a 25 °C. Se utilizé un disefio completamente aleatorio, los datos obtenidos fueron
analizados en el programa estadistico Sisvar, realizando Anova y teste de significancia
de Tukey. Los resultados obtenidos presentaron diferencias estadisticas, separando los
tratamientos en cuatro grupos, siendo el dleo esencial de Eucalyptus sp, Paecilomyces y
compuesto organico herramientas promisorias para el biocontrol o control alternativo de
nematodos, llegando a suprimir la eclosion de huevos de M. javanica hasta un 99,75%,
99,8% y 100% respectivamente.
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Supressao de brusone foliar por diferentes isolados de Trichoderma
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A brusone ¢ a principal doenga do arroz, causada pelo fungo Magnaporthe oryzae, ocorre em
todas as regides produtoras. O uso de Trichoderma spp. tem sido procurado como método
alternativo do controle de doengas. O objetivo deste trabalho foi quantificar a supressio de
brusone foliar em casa de vegetacdo com aplicacdo da suspensao de conidios e filtrado, de
quatro isolados de 7. asperellum (Ufra.T06, Ufra.T09, Ufra.12, Ufra.52). O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 3 repeti¢des e 9 tratamentos:
A-Ufra.T06x M. oryzae; B-Ufra.T09x M. oryzae; C-Ufra.T12x M. oryzae; D-Ufra. T52x
M. oryzae; E-Ufra.T06 Filtradox M. oryzae; F-Ufra.T09 Filtradox M. oryzae; G-Ufra.T12
Filtradox M. oryzae; H-Ufra.T52 Filtradox M. oryzae; I-M. oryzae. Plantas de arroz no estagio
vegetativo foram pulverizadas com suspensdo de conidios do isolado de M. oryzae (3x10°),
com as suspensdes de conidios ou filtrado dos isolados de 7. asperellum (10%), apds 24 horas
realizou-se coleta de folhas para analise de Microscopia eletronica de Varredura (MEV).
Todos os tratamentos, suprimiram a brusone foliar, dentre estes o tratamento D apresentou
menor severidade da doenga (1,92%). No MEV observou-se alteracdes morfologicas em M.
oryzae, como murchamento do conidio, tubo germinativo e apressorio e adesio dos conidios
de T asperellum a M. oryzae. Conclui-se que tanto a aplicagdo da suspensdo de conidios
quanto o filtrado das culturas de todos os isolados de 7. asperellum, atuam no biocontrole de
M.oryzae, interferindo no ciclo infeccioso, suprimindo a severidade de brusone foliar.
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The role of microbial volatiles in plant protection
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The indigenous microbiota of plant hosts fulfills a central role in terms of protection
against biotic stresses. A variety of microorganisms produce highly efficient metabolites
to block pathogen attacks and thus maintain plant health under unfavorable conditions.
The utilization of volatile organic compounds (VOCs) is a powerful strategy to overcome
distance boundaries. Bioactive VOCs are employed by beneficial microorganisms to
establish and maintain a ‘protective shield’ around the host. It was demonstrated that distinct
plant-associated bacteria, e.g. the genera of Bacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
and Paenibacillus, are major contributors to the recruitment of volatile and highly active
antimicrobial substances. Identified diazines from the Bacillus and Paenibacillus clusters
drastically reduced the viability of the pathogenic fungi Botrytis cinerea, Verticillium dahliae,
and Candida albicans. Moreover, analogous diazine derivatives were demonstrated to
inhibit the growth of various human pathogenic bacteria including Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, and Staphylococcus aureus when applied in low concentrations.
We also demonstrated that various volatiles can be employed as long-distance messengers
and play a central role in inter-species interactions. In the environmental context we found
that VOCs-driven effects highly depend on 1) the availability of nutrients, ii) the development
stage of the microorganism, and iii) strain-specific interactions, e.g. synergistic effects of
compatible microorganisms. The overall findings provide strong evidence for the importance
of microbial VOCs in the maintenance of host wellbeing and additionally increase the
repertoire for upcoming biotechnological applications.
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The specificity of Trichoderma in the biological control of
Guignardia citricarpa: clarification of molecular interactions
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Biological control agents (BCA) have received great recognition, and their use can complement
or even replace the use of agrochemicals. However, there are few studies of the citrus black
spot biological control. This disease is caused by the fungus Guignardia citricarpa, leading to
a significant decrease of citrus production and to an intensive use of chemicals for its control.
The purpose of this study was to identify extracellular proteins secreted by Trichoderma
atroviride T17 and T. harzianum T1A, which have proven to be effective for the control of
G. citricarpa. The bidimensional electrophoresis (2D) allowed obtaining the secreted protein
profiles of Trichoderma species grown in glucose media (control) and in medium containing
deactivated mycelium of G. citricarpa Ge3. Proteins were identified by LC-MS/MS showing
that both strains secrete different proteins. Trichoderma harzianum secreted proteins related
to mycoparasitism processes, to antagonism and induction of systemic resistance of plant
even in control medium and in contact with the pathogen only the expression of proteins
related to the metabolism is decreased. Trichoderma atroviride showed higher expression
of proteins related to biocontrol pathogen in the presence of pathogen mycelium, when
compared to the control medium. Identified proteins that have prominent importance are:
a-mannosidase, chitinase, mutanase, glycosidase, endochitinase and, some families of
glycoside hydrolases. The results are pioneer in unravelling the 7richoderma interaction with
G. citricarpa. This study allowed identifying proteins responsible for the degradation of the
pathogen’s cell wall that help in the mycoparasitism processes of Trichoderma, and others
that are considered important in the induction of systemic resistance of plant and biological
control. Thus, the results confirm the potential of these organisms as BCA of G. citricarpa,
allowing understanding the antagonism mechanisms.
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250 CONTROLE BIOLOGICO DE DOENCAS DE PLANTAS




Xll Reunido Brasileira de Controle L
oyl avras
Biolégico de Doencas de Plantas 18 820 de

3 outubro de

XVI Simpésio de Manejo de
Doencas de Plantas

RC
L

Uso de bactérias promotoras de crescimento de plantas no controle
de nematoides na cultura do algodoeiro
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o controle de Meloidogyne incognita e Pratylenchus
brachyurus na cultura do algodoeiro inoculada com bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCP). O ensaio foi conduzido na casa de vegetacdo da Universidade Federal de
Uberlandia. Algodoeiros foram cultivados em vasos de polipropileno de 1,5 litros, contendo
solo e areia na proporgao de 1:2 (v:v) e, apos 15 dias da germinagéo, o solo foi infestado com
ou 5000 ovos de M. incognita ou 100 juvenis de P. brachyurus, combinados com 5 mL dos
isolados bacterianos 710, Rec 14b ou BR11001, quantificados em espectrofotometro a 600
nm e densidade otica (0,400). Como testumunha, plantas foram inoculadas apenas com os
nematoides. Utilizou-se cinco repetigdes por tratamento e uma planta por vaso. Depois de 30,
45, 60 e 75 dias de aplicagdo das bactérias e dos nematoides no solo, avaliou-se a populagido
de nematoide nas raizes e determinou-se o fator de reprodugido (FR) dos nematoides. Os
isolados Rec 14b e BR11001 aumentaram significativamente a populagido de M. incognita
no sistema radicular aos 75 dias, sendo justificado por serem bactérias promotoras de
crescimento de plantas, aumentando o sistema radicular e consequentemente o niimero de
entradas para o nematoide. No ensaio com P. brachyurus, todos os tratamentos aumentaram
o FR nos tempos avaliados, sendo que apenas aos 30 dias, o FR no tratamento com o isolado
710 foi igual a zero. Os resultados mostraram que os isolados de BPCP podem afetar o
nematoide, mas o controle depende do isolado de bactéria e do nematoide.
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Uso de espécies de Trichoderma na inibicio do crescimento
micelial de Colletotrichum gloeosporioides
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O Brasil ¢ um dos maiores produtores de manga do mundo, porém, problemas fitossanitarios,
dificultam sua produgdo. A antracnose causada pelo fungo C. gloeosporioides ¢ a doenga
de maior importancia. Fungos do género Trichoderma sao utilizados no controle bioldgico,
reduzindo a incidéncia de doencas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antagonica de Trichoderma spp. sobre o fungo C. gloeosporioides da cultura da mangueira.
Foram utilizados dois isolados de Trichoderma e um isolado de C. gloeosporioides. O
delineamento experimental foi em DIC, com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os
tratamentos foram: T1- T. harzianum, T2- T. asperellum, T3- C. gloeosporioides, T4- C.
gloeosporioides X T. harzianum, T5- C. gloeosporioides X T. asperellum. Para o teste
de pareamento, discos de micélio de C. gloeosporioides e Trichoderma foram pareados
em placas de Petri. Como controle e para comparagdo utilizou-se placas com isolados de
C. gloeosporioides, T. harzianum e T. asperellum. As placas foram mantidas em BOD a
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Os diametros transversais e longitudinais
das colonias foram medidos por sete dias. Foram calculados o IVCM (indice de velocidade
de crescimento micelial) e a % I (porcentagem de inibi¢do). Foi realizada ANAVA dos dados
e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Houve diferenca
estatistica entre 0 IVCM e os isolados testados, sendo 7. harzianum o mais eficiente, com
média de 5,28 mm e %I de 70,48%, seguido do 7. asperellum com 7,62 mm e %l de 57,44%,
demonstrando que as espécies de Trichoderma podem ser utilizadas como controle de C.
gloeosporioides em mangueira.
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Uso de Trichoderma harzianum como estratégia para reducao de
impactos causados pelo pé preto na implantacao de vinhedos
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O objetivo deste trabalho foi validar uma tecnologia de aplica¢ao de Trichoderma harzianum
como estratégia para protecdo de mudas e redug¢do dos impactos causados por fungos
associados a doenga pé preto. O experimento foi realizado em Pinto Bandeira, RS, numa area
de replantio de videira com historico positivo da doenca. No ensaio a campo, 7. harzianum
(Ecotrich® WP) foi aplicado no momento do plantio das mudas, nas doses de 0, 2,5, 5 ¢ 10
g/L, nos portaenxertos IAC 572 e SO4. As raizes dos portaenxertos ficaram imersas antes
do plantio por 1 h nas suspensdes. O delineamento experimental foi blocos casualizados
(4 tratamentos, 5 blocos, 4 plantas por tratamento em cada bloco). A partir da brotacdo as
mudas receberam uma aplicacao via rega de 300ml de uma solucdo de 1g/L de T. harzianum
a cada més, por 4 meses, exceto para as testemunhas. A avaliacdo foi realizada 10 meses
apos o plantio com o arranquio e reisolamento dos fungos. Em cada planta foram isolados
10 fragmentos de raizes em placas de Petri. Para a avaliaco, as colonias foram identificadas
morfologicamente. Observou-se que o SO4 teve o menor indice de plantas colonizadas
por T. harzianum (52%) e o maior por fungos associados ao pé preto (92%). Na soma dos
portaenxertos a testemunha teve 42% de plantas colonizadas por T. harzianum ¢ 100% por
fungos associados ao pé preto. Para o IAC 572 observou um aumento do reisolamento de 7.
harzianum com o aumento da dose no plantio.
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Viabilidade de formulacoes de Penicillium citrinum armazenadas
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A cultura do sisal, importante para regido semiarida da Bahia, é afetada pela podriddo
vermelha causada pelo fungo Aspergillus niger. Uma alternativa promissora para 0 manejo
desta doenca é o controle bioldgico utilizando Penicillium citrinum. No entanto, um dos
fatores limitantes a utilizacdo de um agente microbiano ¢ a dificuldade na manutencio
da viabilidade dos conidios por longos periodos. Este estudo teve por objetivo avaliar
a preservacdo da viabilidade de formulagdes a base de P. citrinum (Pc) armazenadas em
temperaturas ambiente (28 °C) e sob refrigeracio (4 °C), durante 12 meses. Para a produgio
de conidios de Pc foi selecionado o arroz como substrato solido. Os conidios foram separados
dos graos de arroz com auxilio de um extrator, Mycoharvester MH5b. Foram elaboradas
quatro formulacdes utilizando arroz, bagaco de cana-de-agtcar, caulim ou dleo vegetal
emulsionavel. As formulagdes foram ajustadas para 10° conidios g ou mL"!. A avaliagéo da
viabilidade ocorreu mensalmente durante 12 meses, pela contagem de UFCs em meio BDA,
sendo utilizadas 4 repeticoes. As médias dos tratamentos foram comparadas, obtendo-se
curvas de sobrevivéncia dos conidios puros de Pc formulados. A viabilidade de Pc em arroz
se manteve elevada sob 4 °C, com a germinagdo de conidios 1,7 x 10° UFC mL" até o final
12 meses. Para as demais formulagdes a germinag¢do permaneceu constante até 9 meses (10°
UFC mL™) e, apds este periodo, ocorreu uma reducdo. Quando armazenadas a 28 °C houve
uma reduc@o expressiva da viabilidade dos conidios para todas as formulagdes a partir do 7°
més de armazenamento. Estes resultados demonstraram que as formulagdes de Pc mantidas
em 4°C permaneceram viaveis por mais tempo do que aquelas mantidas em 28 °C ao longo
de 12 meses.
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