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RESUMO

O uso incorreto de herbicidas para o controle de plantas daninhas tem ocasionado diversos
problemas ambientais e o surgimento de espécies resistentes a diversos mecanismos de ag&o.
Nesse sentido os bioherbicidas se destacam como uma alternativa ao controle convencional. Neste
trabalho, foram realizadas coletas sistematicas de plantas daninhas que apresentavam sintomas de
enfermidades causadas por fungos. As amostras coletadas foram levadas ao laboratério de
agroecologia da UFFS — campus Erechim onde as partes das plantas que apresentavam sintomas
de doencas foram isoladas em meio de cultura BDA para desenvolvimento do possivel
microrganismo. Apdés, foram realizadas repicagens sucessivas até obtencdo de culturas puras.
Assim que as culturas puras foram obtidas, as mesmas foram crescidas em Shaker a 28 °C e 120
rpm, permanecendo nessas condigOes por trés dias. Em seguida o fermentado foi retirado do
Shaker, peneirado e alocado em borrifadores até 0 momento da aplicacdo. Os microrganismos
obtidos foram submetidos ao Screening para avaliacdo das culturas com potencial fitotoxico. As
plantas testes escolhidas foram o papud (Urochloa plantaginea), leiteiro (Euphorbia
heterophylla), picdo-preto (Bidens pilosa) e a buva (Conyza bonariensis). O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado com 3 repeticdes. As avaliacdes foram visuais, sendo
atribuidas notas de injuria sobre as folhas das plantas daninhas. Apé6s os ensaios preliminares
foram selecionados trés fungos que apresentaram maior potencial fitotdxico, sendo utilizados em
testes posteriores. Para os testes posteriores foi utilizado o mesmo delineamento experimental do
Screening, contudo com a adigdo de adjuvante Aureo aos extratos. Os extratos também foram
aplicados sobre as culturas soja, feijao e milho a fim de se verificar a seletividade a culturas. Os
trés microrganismos selecionados foram identificados como Fusarium oxysporum, F.
ploriferatum e Trichoderma koningiopsis. Os extratos obtidos a partir desses microrganismos
foram submetidos a andlise de atividade enzimética de celulase, lipase, peroxidase e amilase.
Dentre as plantas teste, a que mais apresentou sensibilidade ao controle biolégico foi o leiteiro,
apresentando sintomas para os trés microrganismos selecionados. Dentre os microrganismos, o T.
koningiopsis foi 0 que apresentou mais efeito sobre as plantas de leiteiro e, também, o que mais
apresentou atividade enzimatica para celulase e lipase demonstrando valores de 11,455 e 9,84
U/mL, respectivamente. Os sintomas observados foram necrose foliar, além de encarquilhamento
e clorose. A partir dos testes realizados o microrganismo T. koningiopsis se destaca com as
maiores notas de fitotoxicidade sobre o leiteiro, até 60% nas maiores doses com adi¢do de
ajuvante, devendo ser submetido a mais testes para a confirmacao dos resultados observados nesse
trabalho. Para as demais espécies de plantas daninhas, os microrganismos ndo apresentaram
efeitos de controle. Em relagdo as culturas a que mais demonstrou sensibilidade foi o feijdo
apresentando necrose nas bordas foliares, em seguida a soja e por Gltimo o milho, no qual os
microrganismos ndo apresentaram fitotoxicidade.

Palavras-chave: Bioherbicidas; Manejo bioldgico de plantas daninhas; Controle sustentavel de
plantas daninhas.



ABSTRACT

The incorrect use of herbicides for the control of weeds has caused several environmental
problems and the emergence of species resistant to several mechanisms of action. In this
sense, bioherbicides stand out as an alternative to conventional control. In this work, we
collected systematic weeds that showed symptoms of diseases caused by fungi. The collected
samples were taken to the agroecology laboratory of UFFS - Erechim campus where the parts
of the plants that presented disease symptoms were isolated in BDA culture medium to
develop the possible microorganism. Afterwards, successive repetitions were carried out until
obtaining pure cultures. Once the pure cultures were obtained, they were grown in Shaker at
28 °C and 120 rpm, remaining in these conditions for three days. Then the fermented was
removed from the Shaker, sieved and allocated in spray cans until the moment of application.
The obtained microorganisms were submitted to Screening to evaluate the cultures with
phytotoxic potential. The test plants chosen were papaya (Urochloa plantaginea), dairy
(Euphorbia heterophylla), black pickle (Bidens pilosa) and buva (Conyza bonariensis). The
design was completely randomized with 3 replicates. The evaluations were visual, being
attributed notes of injury on the weed leaves. After the preliminary tests were selected three
fungi that presented greater phytotoxic potential and were used in later tests. For the later tests
the same experimental design of the Screening was used, however with the addition of Aureus
adjuvant to the extracts. The extracts were also applied on the soy, beans and corn cultures in
order to verify the selectivity to cultures. The three selected microorganisms were identified
as Fusarium oxysporum, F. ploriferatum and Trichoderma koningiopsis. The extracts obtained
from these microorganisms were submitted to enzymatic activity analysis of cellulase, lipase,
peroxidase and amylase. Among the test plants, the most sensitive to the biological control
was the milkman, presenting symptoms for the three selected microorganisms. Among the
microorganisms, T. koningiopsis showed the most effect on dairy plants, and also showed the
highest activity for cellulase and lipase, showing values of 11.455 and 9.84 U/mlL,
respectively. The observed symptoms were foliar necrosis, in addition to shading and
chlorosis. From the tests performed, the microorganism T. koningiopsis stands out with the
highest phytotoxicity scores on the milkman, up to 60% in the highest doses with addition of
adjuvant and should be submitted to further tests to confirm the results observed in this work.
For the other weed species, the microorganisms had no control effects. In relation to the crops
that showed the greatest sensitivity was the bean presenting leaf necrosis, followed by
soybean and finally corn, in which the microorganisms did not present phytotoxicity.

Keywords: Bioherbicides; Biological management of weeds; Sustainable weed control.
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1 INTRODUCAO

Até meados da segunda guerra mundial o controle de plantas daninhas, era realizado,
principalmente, através do controle mecanico, rotacdo de culturas e selecdo de sementes,
contudo o trabalho exigido era consideravel e o resultado muito variavel (Schroeder, 1992).

A partir dos anos de 1960, com a revolucdo verde, buscou-se principalmente o
controle baseado na selecao de cultivares de maior rendimento e em culturas com fins de
exportacdo, como soja, milho, trigo, entre outras, além do uso de fertilizantes quimicos e
agrotoxicos para controle de doengas, insetos e plantas daninhas (Mazoyer; Roudart, 2008).

As plantas daninhas interferem no desenvolvimento das culturas, pois competem por
agua, espaco, nutrientes e luz e, quando em elevadas populagdes, podem proporcionar perdas
elevadas, principalmente nos estadios iniciais das culturas, por isso o controle deve ser
realizado nas épocas corretas (Zagonel et al., 2000).

Tendo em vista a necessidade do controle de plantas daninhas para o melhor
desempenho das culturas agricolas e a crescente demanda por novos produtos devido ao
surgimento de espécies resistentes aos principios ativos existentes vem se destacando o
controle biologico. Os primeiros indicios de pesquisas buscando o controle biologico de
plantas daninhas surgiram em meados de 1836 (Goeden, 1983).

A grande biodiversidade dos fungos os estabelecem em diversas areas da atividade
humana, desde aqueles para uso culinario como para controle de outros organismos. Para o
controle bioldgico de plantas daninhas o foco principal estd no uso de fungos fitopatogénicos,
que sdo chamados de bioherbicidas (Charudattan, 2000).

O primeiro registro do uso de fungos para o manejo de plantas daninhas, na forma de
biocontrole, ocorreu em 1971, com a Puccinia chondrillina, introduzido na Australia para o
controle de Chondrilla juncea (Barton, 2004).

Em 2009 existiam apenas 11 bioherbicidas disponiveis no mercado, isso mostra a
necessidade de novos produtos serem desenvolvidos. No entanto, quando considerado os
investimentos de industrias quimicas no desenvolvimento de bioherbicidas, estas apresentam
uma taxa de sucesso abaixo de 1% contra uma taxa de sucesso de 5% no desenvolvimento de
herbicidas (Ash, 2010; Klaic et al., 2015).

No trabalho de Ribbing & Williams (2006), ao testarem a capacidade herbicida de
Phomopsis amaranthicola e Microsphaeropsis amaranthi sobre plantas daninhas do género
Amaranthus, observaram que essas apresentaram sintomas severos de infec¢ao pelos fungos,

prejudicando o crescimento e desenvolvimento normal das plantas.
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No trabalho de Ichikawa & Aoki (2000), ao isolarem manchas necréticas em
orquideas, identificaram os microrganismos Fusarium subglutinans e F. ploriferatum, e ao
inocularem os isolados novamente em plantas sadias, verificaram o surgimento de manchas
necréticas, comprovando a patogenicidade dos microrganismos. Entretanto os sintomas
variavam entre manchas foliares amarelas e pretas, demonstrando que o mesmo
microrganismo pode apresentar sintomas diferentes. Os fungos do género Fusarium ja
possuem patogenicidade estabelecida. O fungo F. oxysporum ¢é agente causal de diversas
doencgas em muitas espécies de plantas, englobando desde plantas ornamentais a cultivadas.
(Lins & Coelho, 2003; Cordeiro et al., 2004).

Um dos microrganismos muito utilizados no controle biolégico ¢ o Trichoderma
koningiopsis, sendo empregado para controle de insetos e outros fungos. Todavia, ha relatos
desse microrganismo causando manchas foliares em plantas (Qian et al., 2013), podendo ter
potencial, também, no controle de plantas daninhas.

A atividade bioherbicida dos microrganismos esta relacionada com a compatibilidade
entre planta e microrganismo. Os diferentes fatores de viruléncia estdo diretamente
envolvidos nesse processo de infeccdo. Primeiramente, os meios de entrada do microrganismo
e dos compostos fitotoxicos poderiam ser através de enzimas que degradam a parede celular
facilitando assim a penetracdo desses compostos. Enzimas como celulases e lipases
degradariam as paredes celulares € membranas lipidicas, sendo o principal meio de entrada no
interior da planta (Ghorbani et al., 2005; Cordeau et al., 2016).

Apesar de promissor, o biocontrole ainda enfrenta diversas dificuldades, dentre elas
esta a diversidade genética dos hospedeiros. Essa abordagem ¢ importante, pois em muitos
casos os patogenos de plantas apresentam alta especificidade, apresentando a formae
specialis, que restringem muito o uso a apenas uma espécie de planta (Ash, 2010).

Visando uma agricultura sustentavel, a busca por novos meios de controlar pragas
infestantes de culturas agricolas se faz necessario, onde os bioherbicidas representam um
novo caminho em busca da sustentabilidade, pois apresentam uma forma ecoldgica de

enfrentar os problemas que os produtores precisam resolver nas lavouras diariamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar fungos fitopatogénicos presentes em plantas com potencial bioherbicida para

manejo de plantas daninhas infestantes de culturas de verao.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Montar um banco de microrganismo fitopatogénicos no laboratério de
Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul,

- Obter culturas fungicas puras a partir de isolados de plantas daninhas apresentando
sintomas de injurias causadas por fitopatogenos;

- Avaliar o efeito bioherbicida de isolados fungicos e de seus extratos sobre o
crescimento e desenvolvimento de plantas daninhas, bem como seu efeito fitotoxico

sobre plantas de interesse agricola.
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3 JUSTIFICATIVA

A agricultura familiar representa mais de dois tercos dos postos de trabalho no campo.
De um total de 17,3 milhdes de trabalhadores ocupados na agricultura, mais de 13 milhdes
trabalham em regime familiar. Neste contexto, a regido do Alto Uruguai Gatcho, onde estd
inserida a Universidade, situada na mata atlantica, caracterizando-se basicamente pela
agricultura familiar e a pequena propriedade, cuja base produtiva de grao ¢ basicamente o
milho, o trigo, o feijdo e a soja, que esta resultando em uma grande a¢do antropica sobre este
ecossistema. Além disso, o empobrecimento do meio agricola tem gerado a necessidade
crescente de se explorar cada vez mais os recursos naturais na busca da sobrevivéncia. Esta
situacdo provoca necessidade ainda maior de desenvolvimento de tecnologias que permitam a
exploragdo sustentavel dos recursos naturais € que viabilizem economicamente a produgdo
(Buainain et al., 2003; Gazolla & Schneider, 2013).

O Brasil, com seu amplo patrimonio genético e sua diversidade cultural, tem em maos
a oportunidade de buscar alternativas e estabelecer um modelo de desenvolvimento proprio e
soberano, que prime pelo uso sustentavel dos componentes da biodiversidade e respeite os
principios éticos € compromissos internacionais assumidos, principalmente a “Convengao
sobre Diversidade Bioldgica”, e promova a geracao de riquezas com inclusdo social. Para
tanto, a exploracdo de novos métodos de controle de pragas agricolas, especialmente as
plantas daninhas, tem vital importancia na independéncia do agricultor familiar.

O uso demasiado de herbicidas para o controle de plantas daninhas gerou diversos
problemas ao longo dos anos, como intoxicagdes alimentares, contaminagdo do ambiente e o
surgimento de bidtipos resistentes. Atualmente existem diversas espécies de plantas
resistentes a mais de um mecanismo de acao dos herbicidas.

Nesse sentido, a busca por novas alternativas para o controle de plantas daninhas exibe
notavel importancia, a fim de reduzir os problemas encontrados devido ao uso continuo e
equivocado de herbicidas na agricultura.

A potencialidade no uso de fungos para o controle de plantas daninhas vem ao
encontro desse raciocinio, pois a partir de recursos naturais existe a possibilidade do controle
ou retardo no crescimento e desenvolvimento dessas plantas. O uso de microrganismos para
controle de plantas daninhas ¢ chamado de bioherbicidas e apresentam uma possibilidade em

contrapartida aos produtos quimicos (Ash, 2010).
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MANEJO BIOLOGICO DE PLANTAS DANINHAS — BREVE REVISAO

Resumo — Na atualidade busca-se reduzir o uso de agrotdxicos, pois além dos prejuizos
ambientais provocados por eles, existe a preocupagdo com o consumo de alimentos
contaminados com possiveis residuos. A presente revisdo de literatura tem como objetivo
abordar o uso de bioherbicidas, além de se avaliar as perspectivas e as potencialidades desses
como formas de manejo de plantas daninhas infestantes de ambiente agricola e ndo agricola.
Ha a necessidade crescente de se descobrir novas moléculas ou métodos capazes de se
controlar as plantas daninhas infestantes de areas agricolas e ndo agricolas. Assim sendo os
bioherbicidas vem despertando o interesse de pesquisadores, técnicos e produtores. Estes
podem ser formulados a partir de substancias produzidas pelo metabolismo secundario de
vegetais e/ou de microrganismos. As pesquisas realizadas apontam o controle eficiente com o
uso de bioherbicidas, principalmente relacionados aos processos de germinacao e
desenvolvimento das plantas daninhas, podendo em alguns casos apresentar potencial
fitotoxico mesmo quando essas estiverem em estadios avangados. Os bioherbicidas, além de
serem eficientes no controle das plantas daninhas, reduzem os prejuizos ambientais
provocados pelo uso continuo de herbicidas sintéticos. O Brasil apresenta potencial para se
usar os bioherbicidas, tendo em vista a diversidade vegetal e os diversos sistemas de cultivos
agricolas praticados no pais.

Palavras-chave: Controle Bioldgico, Herbicidas alternativos, Sustentabilidade ambiental.

BIOLOGICAL MANAGEMENT OF WEEDS - BRIEF REVIEW

Abstract - Nowadays there is a seek to reduce the use of pesticides, as well the environmental

damage caused by them and the concern about the possible consumption of food

contaminated with pesticides residues. This literature review aims to address the use of
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mycoherbicides, and to evaluate the prospects and potential of these as ways to management
the weeds in agricultural and non-agricultural environment. There is a growing need to find
new molecules or methods able to control weeds found in agricultural and non-agricultural
areas. Thus, the mycoherbicides has aroused the interest of researchers, technicians and
producers. These can be formulated from substances produced by the secondary metabolism
of plants and/or microorganisms. Researches indicates efficient control with the use of
mycoherbicides, mainly related to the germination and development processes of weeds, and
in some cases, have the phytotoxic potential even when the weeds are in advanced stages. The
mycoherbicides, besides being effective in weed control, reduce environmental damage
caused by continuous use of synthetic herbicides. Brazil has the potential to use the
mycoherbicides, in order to plant diversity and the various agricultural crops systems
practiced in the country.

Keywords: Allelochemicals, Biological control, Environmental sustainability.

1.1 INTRODUGCAO

A atividade agropecudria tem colaborado para o agravamento de problemas
relacionados com o ambiente e tem deixando, muitas vezes, em segundo plano as questdes
que envolvem a sustentabilidade dos agroecossistemas (Leite et al., 2011). Os processos de
degradacdes ambientais contribuem para a reducao na producao de alimentos e o aumento de
pragas (doengas, insetos e plantas daninhas) que podem ocasionara perdas significativas na
produtividade e na qualidade dos alimentos produzidos.

Neste sentido, o uso de herbicidas para o controle de plantas daninhas pode contribuir
para esse processo de degradacdo ambiental. Tendo em vista a necessidade de controlar a
germinacdo, o crescimento e o desenvolvimento das plantas daninhas, a aplicacdo de
herbicidas ¢ um dos métodos mais utilizados pelos agricultores para elevar ou mesmo manter
a produtividade agricola, em consequéncia, o consumo destes agrotoxicos no Brasil ¢
crescente (Veiga et al., 2006). Além da necessidade de controle na lavoura, existe também a
aplicacdo de herbicidas sintéticos em plantas daninhas presentes em rodovias, ferrovias,
gramados, cidades, dentre outros. Este uso continuo e indiscriminado tem despertado grande
preocupacao, diante das consequéncias negativas aos agroecossistemas, as contaminagdes dos
aplicadores e também possiveis residuos presentes nos alimentos.

Diante dos problemas ocasionados pelo uso de agrotoxicos e a necessidade da busca

pela sustentabilidade dos agroecossistemas a descoberta de bioherbicidas pode ser uma
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ferramenta interessante. A utilizagdo de produtos naturais apresenta-se como uma técnica
importante para reduzir a polui¢do ambiental, além de ndo impedir os processos ecologicos
naturais, como a dominancia vegetal, a sucessao ecoldgica, a formacdo de comunidades e de
vegetacao climax (Silva et al., 2007a). A pesquisa com alternativas baseadas em produtos
naturais para o controle das plantas daninhas ¢ extremamente importante na atualidade, até
mesmo para controlar as plantas daninhas tolerantes ou resistentes a muitos herbicidas
sintéticos.

Os primeiros indicios de pesquisas buscando o controle biologico surgiram em meados
de 1836 (Goeden, 1983). Do ponto de vista sustentavel e ecologico o controle bioldgico,
provavelmente, seja o método mais desejavel. Sendo assim, insetos fitéfagos, fungos
fitopatogénicos, bactérias fitopatogénicas, virus fitopatogénicos, peixes, crustaceos, aves €
extratos de plantas que contenham substancias alelopaticas, ou substancias fitototdxicas
podem ser entendidos como agentes de biocontrole.

A sustentabilidade, a seguranga ambiental e a potencial efetividade do controle, sdo
assinaladas por Nachtigal (2009), como fatores preponderantes ao crescente interesse pelo uso
das mais diferentes estratégias conhecidas de controle bioldgico. Os produtos naturais vém
sendo uma alternativa para o controle de plantas daninhas, a partir do desenvolvimento de
bioprodutos baseados nos principios da sustentabilidade (Ootani et al., 2013).

Neste sentido, a presente revisdo de literatura tem como objetivo abordar o uso de
bioherbicidas, além de se avaliar as perspectivas e as potencialidades desses como formas de

manejo de plantas daninhas infestantes de ambiente agricola e ndo agricola.

Plantas daninhas: controle com uso de bioherbicidas

O herbicida natural produzido a partir de plantas (Tabela 1) ou microrganismos
patogénicos para controle de plantas daninhas ¢ denominado bioherbicida, sendo a maioria
dos estudos focados no uso de fungos (Klaic et al., 2015). A utilizacdo de fungos e/ou plantas
nas técnicas de controle bioldgico sdo alternativas importantes, tendo em vista o potencial de
utilizagdo com menor impacto nos recursos naturais e menor contaminacao dos alimentos e do
aplicador (Padin et al., 1995).

Entretanto, pode-se resumidamente afirmar que para uma toxina ser utilizada com
sucesso no controle bioldégico de plantas daninhas, deve apresentar as seguintes

caracteristicas: que seja fitotoxica a planta daninha, seletiva a cultura agricola, soltivel em
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agua para facilitar a pulverizacdo, facilidade de aplicacdo, causar baixo impacto ambiental,
ndo contaminar os alimentos e o aplicador (Tremacoldi e Souza Filho, 2006).

Sao diversos os motivos que levam a se produzir bioherbicidas, baseados em
aleloquimicos, dentre eles destacam-se o crescente aumento dos bidtopos de plantas daninhas
resistentes aos herbicidas sintéticos, a busca pela sustentabilidade dos sistemas agricolas, a
necessidade de produtos com baixa toxidade aos mamiferos, alta especificidade e rapida
degradacao pelos microrganismos presentes no solo, entre outros (Tremacoldi e Souza Filho,
2006). Neste sentido, a descoberta de novos herbicidas baseados em produtos naturais ¢
interessante sob o ponto de vista social, cultural e ambiental (Gomes et al., 2013), mas
principalmente agrondomico, devido a chance de se obter controle alternativo as plantas

resistentes a herbicidas, além de menor impacto ambiental.

Tabela 01: Descri¢do de pesquisas realizadas com bioherbicidas baseada em vegetais.

Planta daninha e/ou

Autor — ano

Planta controle

Planta com potencial
alelopatico

Pires et al., 2001

Bidens pilosa; Amaranthus
hybridus

Leucaena leucocephala

Goetze e Thome, 2004

Brassica oleracea var. itdlica;
Brassica oleracea var. capitata;
Lactuca sativa

Eucalyptus grandis;
Nicotina tabacum

Wandscheer et al.,
2011

Lactuca sativa

Hovenia dulcis

Moraes et al., 2012

Bidens sp.; Digitaria sp.; Zea mays

Trifolium vesiculosum

Cipriani et al., 2014

Handroanthus ochraceus; Lactuca
sativa, Medicago sativa;

Tecoma stans

Didgenes et al., 2014. Lactuca sativa Ziziphus joazeiro
Nunes et al., 2014 Cucumis sativus; Glycine max, Brassica  napus; Crambe
Lactuca sativa abyssinica; Crotalaria
Jjuncea; Linum
usitatissimum, Raphanus
sativus

Albuquerque et al.,
2015

Sartor et al., 2015

Bidens pilosa; Cenchrus echinatus;
Desmanthus virgatus; Senna
obtusifolia

Bidens pilosa; Lactuca sativa;, Zea
mays

Azadirachta indica

Pinus taeda

Atualmente tem-se usado substancias alelopatica derivadas da rota do acetato ou do
chiquimato ou das duas combinadas para a formulacdo de herbicidas naturais. Estes
aleloquimicos pertencem a véarias classes como terpenos, alcaldides, compostos fendlicos,
esteroides, acidos graxos de cadeia longa, lactonas insaturadas, benzoxiazinonas, derivados do
acido cindmico, cumarinas € compostos cianogénicos (Sartor et al., 2015).

Existem vérios produtos quimicos sintetizados a partir de compostos naturais oriundos

de plantas ou microrganismos, dentre eles pode-se citar: Anisomicina isolado de Streptomyces
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sp. comercializada com o nome de Methozyphenone; Cineole, isolado de diferentes vegetais e
comercializado com o nome de Cinmethyline; Acido Quinolinico proveniente da Nicotiana
tabacum, comercializada com o nome de Quinclorac (Hatzios, 1987).

Cabe salientar que posterior a descoberta de substidncias naturais com potencial
herbicida, deve-se seguir as mesmas regulamentacdes dos agrotdxicos em geral, para os
processos de formulagdo, padronizagdo, empacotamento e comercializacdo (Tessmann, 2011).

Apesar de existirem diversas vantagens no uso de herbicidas naturais tem-se algumas
desvantagens, dentre elas pode-se destacar os problemas com relagao ao seu desenvolvimento
e ao uso comercial, tendo em vista a dependéncia da eficiéncia dos agentes em relagdo aos
fatores ambientais na produgdo, armazenamento, transporte e aplicagdo (Tessmann, 2011).
Além disso, o desenvolvimento de uma nova molécula herbicida, baseada em substancias
naturais ¢ um processo complexo e que demanda muito investimento e tempo (Guerra et al.,
2014).

No biocontrole ¢ importante considerar a diversidade genética dos hospedeiros, pois
em varios casos os patdgenos de plantas sdo muito especificos, muitas vezes esses
microrganismos apresentam a formae specialis que restringem o uso a apenas uma espécie de
planta (Ash, 2010). Ou também em determinadas situagdes mesmo que controlem uma gama
maior de espécies de plantas daninhas, seu uso fica inviabilizado por ocasionar danos a
cultura de interesse.

Outro problema enfrentado ¢ o custo, tanto no processo como no registro, pois os
bioherbicidas devem ser competitivos com os herbicidas sintéticos, em prego, eficécia,
praticidade e na tecnologia de aplicagdo (Ash, 2010). Percebe-se também que as pesquisas
com bioherbicidas recebem menos apoio em comparacao as pesquisas com produtos quimicos
convencionais, investimentos em longo prazo acoplado a falta de apoio de administradores e
agéncias de fomento tem sido os maiores obstdculos na introducdo do controle biologico
(Klaic et al., 2015).

Geralmente, o custo da fermentacdo de microrganismos ¢ mais alto do que o custo
para produzir agrotdxicos sintéticos, entdo para serem competitivos no mercado, os isolados
microbianos devem apresentar alto potencial de controle e de rendimento durante a produgao.
Por considerarem o preco elevado nos estagios iniciais de producao, muitas empresas evitam
o desenvolvimento de produtos ndo rentaveis.

Contudo, existem exemplos de que o custo de desenvolvimento nem sempre ¢ uma
barreira, como no caso do Constans®, onde a empresa detentora economizou nos processos

iniciais da produgdo em massa de esporos para garantir a viabilidade comercial, ¢ o
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Serenade®, sendo esses dois produtos competitivos no preco em relagio a produtos sintéticos
(Klaic et al., 2015).

Nos ultimos anos surgiram conferéncias para discutir o futuro e as perspectivas de
novos agentes biocontroladores. Um exemplo foi a Conferéncia Australiana e Neo zelandesa
de biocontrole: Temas emergentes e perspectivas futuras (Gurr et al., 2010). E no Brasil teve-
se no Congresso Brasileiro da Ciéncia das Plantas Daninhas (2014) alguns painéis onde
foram discutidos temas relacionados a novas formas de manejo de plantas daninhas com uso
de bioherbicidas. No entanto, para que o controle biologico se estabeleca como uma forma
alternativa no controle de plantas daninhas ¢ necessario maior apoio a pesquisa nessa area,
para que novas tecnologias sejam desenvolvidas e as antigas aprimoradas ou mesmo ainda o

incentivo para extensionistas recomendarem e aplicarem esses produtos.

Bioherbicidas baseados em animais

O controle de plantas daninhas com animais tem sido utilizado em situacdes
especificas e normalmente em locais onde se cultivam lavouras de pequeno porte. Produtores
tém utilizado carneiros para controlar plantas daninhas em lavouras de café, porém algumas
espécies ndo apresentam boa palatabilidade, sendo deixadas de lado durante o pastejo (Silva
et al., 2007b) e isso se torna um problema sério, j4 que se inicia processo de selecdo de
espécies que podem posteriormente dominar o ambiente.

Peixes herbivoros (carpas, tildpias e outros) tem sido usados para o manejo de plantas
de ambiente aquatico (Miyazaki & Pitelli, 2003). Os mesmos autores verificaram controle de
até 100% das espécies de Egeria densa e E. najas e de Ceratophyllum demersum utilizando-
se 0 peixe pacu (Piaractus mesopotamicus). Peixes também tem sido utilizados na safra e
entre safra, para o controle de sementes de plantas daninhas infestantes do arroz irrigado, em
especial a carpa capim (Ctenopharyngodon idella) em lavouras de Santa Catarina (SOSBALI,
2014). Nesse mesmo estado marrecos-de-pequim vem sendo utilizados, desde 1990,
apresentando na época razoavel adocdo pelos agricultores (Eberhardt et al., 2003). Os
marrecos e peixes (Figura 1) eram utilizados, principalmente, por pequenos produtores para
controlarem o banco de sementes de plantas daninhas, em especial o arroz-daninho (arroz-

vermelho e preto) e outras espécies, antes de se instalar a cultura do arroz irrigado.
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Figura 1. Banco de sementes de arroz-vermelho no solo, 130 dias apds o povoamento dos
peixes e marrecos. Epagri, Estacdo experimental de Itajai/SC, 2003. Fonte: Adaptado de
Eberhardt et al. (2003).

No entanto muitos agricultores que experimentaram a tecnologia ndo a adotaram
efetivamente pela baixa disponibilidade de marrequinhos no mercado ou devido ao pouco
sucesso no controle do arroz-vermelho (Eberhardt et al., 2003). Os produtores também
almejavam obter renda adicional com a venda dos marrecos apds o uso, € isso ndo ocorreu
efetivamente em funcdo da baixa procura por esse tipo de carne (Eberhardt et al., 2003). Os
peixes € os marrecos-de-pequim podem reduzem significativamente a infestacdo de plantas
daninhas existentes nas lavouras que utilizam esse método de controle.

De acordo com Eberhardt et al. (2002) tem-se eficiéncia no uso de marrecos para o
controle de sementes de arroz-vermelho localizadas na superficie do solo (Figura 2), ao
encontrarem 339 sementes inteiras da planta daninha no contetido estomacal de um animal.
Porém os autores relatam que os marrecos ocasionam menor redu¢do no banco de sementes
localizadas em camadas mais profundas do solo, ao comparem com as camadas mais
superficiais.
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Figura 2. Evolugdo do banco de sementes de arroz-vermelho no solo na area ocupada com
marrecos. Epagri, Ilhota/SC, 2003. Avaliacdo de pos-colheita e povoamentos de marrecos.

Fonte: Adaptado de Eberhardt et al. (2003).

O uso de marrecos-de-pequim torna-se uma alternativa vidvel para o controle do
banco de sementes de plantas daninhas localizados na superficie do solo, sem que o solo seja

revolvido (Eberhardt et al., 2003).

Bioherbicidas baseados em fungos, bactérias e/ou insetos

Além dos testes com substancias alelopaticas de vegetais existem pesquisas visando a
utilizagdo de microrganismos no controle bioldgico. Na sua grande maioria, o biocontrole esta
focado no uso de microrganismos, estes que podem ser patdogenos de plantas ou produzirem
componentes fitotoxicos. Fungos e bactérias, além dos metabdlitos para processos bioldgicos
fundamentais, produzem também metabolitos secundarios e sdo assim denominados por nao
exercerem nenhuma fun¢do no metabolismo primario (Bell, 1981). A importancia desses
metabolitos secundarios deve-se ao fato da sua fitotoxicidade ser especifica, ou seja,
apresentar eficacia e seletividade a determinada espécie, seja de planta daninha ou de cultura
podendo assim se constituir em fonte relevante para a criagdo de novos herbicidas, sendo
utilizados na forma direta ou como modelo para fabricagdo de moléculas para novos
agrotoxicos (Zimdahl, 1993). Esses metabolitos ndo sdo essenciais para o crescimento do
microrganismo, porém sdo excretados e estdo presentes no meio de cultura ou no substrato em
que esses fungos crescem. Quando eles sdo toxicos para as plantas sdo chamados de
fitotoxinas (Klaic et al., 2015).

Dentre as fitotoxinas com propriedades herbicidas produzidas por fungos estdo as
AAL - toxinas. Estas apresentam diferentes mecanismos de a¢do, um deles € a interrup¢ao na
producdo de cloroplastos através do bloqueio da sintese da proteina nucleocitoplasmatica e a
outro € a inibi¢do da energia produzida pela ATPase, fator complementar para o controle da
fotofosforilagao (Li et al., 2003). As AAL — toxinas e outras bases se mostraram efetivas na
fuga de eletrodlitos e perda de clorofila em concentragdes na ordem de 20-40 nM (Abbeas et al.,
1998).

As pesquisas relacionadas aos compostos presentes no metabolismo secundario desses
organismos que podem apresentar efeito herbicida, tem sido geralmente realizada a partir da

prospeccdo de espécies, cultivares ou acessos, podendo ser seguida pelo isolamento e
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identificacdo dos compostos ativos (Dias & Dias, 2007). Geralmente a pesquisa tende a iniciar
com experimentos na atividade, abrangéncia de hospedeiros, normalmente em casas de
vegetacao e estudos sobre a epidemiologia para definir as condigdes 6timas para a infecgao.
Em menor escala existem experimentos que buscam demonstrar o potencial do biocontrole
em situagoes reais de campo (Dias & Dias, 2007).

Para a fabricagdo de inoculo suficiente, fermentacdes em pequena escala sdo
realizadas para produzir esporos ou micélios e, nesse caso, o teste de diferentes formulagcdes e
adjuvantes ¢ necessaria. Nesse estagio o agente de controle pode ser apresentado a uma
empresa que podera investir na sua produgao (Ash, 2010).

Existem duas estratégias nas quais microrganismos sao utilizados para o controle
biologico de plantas daninhas: o método classico e 0 método inundativo. O método classico
consiste na importagdo, introducdo e liberagdo de um inimigo natural que tenha a mesma
origem geografica da planta daninha em uma area em que essa planta ¢ um problema. Apds a
liberagdo, o patdgeno ¢ deixado para se perpetuar, sobreviver, e estabelecer, proporcionando
assim o controle de plantas daninhas a longo prazo durante um longo periodo (Boyetchko et
al., 2002). Geralmente este processo ¢ mais utilizado em pastagens onde a perturbagdo ¢
minima (Klaic et al., 2015).

O método inundativo, ¢ definido como o uso do patéogeno através da inundagdo e
aplicagdes repetitivas do indculo (Charudattan & Dinoor, 2000). Os agentes patogénicos sao
frequentemente selvagens, produzidos em massa em laboratorio e aplicados durante a estagao
de crescimento das plantas daninhas. O controle ¢ de curto prazo, em comparagdo ao método
classico, e os agentes bioldgicos nao devem persistir no ambiente. A maioria dos
microrganismos utilizados como bioherbicidas sdo predominantemente fungos patogénicos
(Klaic et al., 2015).

O inicio do uso de fungos como controle de plantas daninhas na forma de biocontrole
ocorreu em 1971, com o fungo Puccinia chondrillina que foi introduzido na Austrélia para o
controle de Chondrilla juncea (Klaic et al., 2015).

O primeiro bioherbicida registrado para uso comercial nos Estados Unidos foi o
DeVine®, que era uma formulagdo liquida composta de clamiddsporos do fungo de solo
Phytophthora palmivora para controle de Morrenia odorata em citrus (Boyetchko et al.,
2002). Esse produto controla a planta daninha com taxas superiores a 90% e o controle pode
persistir por dois anos (Li et al., 2003). Nesse mesmo pais o fungo Coletotrichum

gloeosporeoides ¢ utilizado para o controle de angiquinho (Aeschynomene virginica)
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infestante das culturas de soja, milho e principalmente do arroz irrigado, sendo esse herbicida
natural registrado como Collego® (Silva et al., 200b).

Para o controle de fedegoso (Senna obtusifolia) desenvolveu-se o produto Casst® a
base do fungo Alternaria cassiae e para a Malva pusilla foi criado o produto com o fungo C.
gloeosporoides f.sp. malvae, marca comercial Biomal® (Victoria Filho et al., 2014).

Insetos também sdo utilizados para o controle bioldgico de plantas daninhas
infestantes de culturas. Na Australia larvas do inseto (Cactoblastis cactorum) foram utilizadas
para controlar cactos (Opuntia spp.) € no Havai, o cambara-de-espinho (Lantana camara) foi
controlado pelos insetos Agromisa lantanae € Crocidosema lantanae (Silva et al., 2007b).

No Brasil, isolados de Fusarium graminearum vém sendo pesquisados como agentes
para o controle biolégico de E. densa e de E. najas, plantas aquaticas que causam problemas
em ambiente aquatico (Silva et al., 2007b). Porém sabe-se que o fotoperiodo influencia a
eficiéncia de controle das espécies pelo fungo, e temperaturas acima de 30°C ocasionam
melhor controle de Egeria (Borges Neto et al., 2005).

Atualmente existem diversos estudos que utilizam microrganismos, principalmente
fungos, no controle de plantas daninhas e/ou plantas testes. Alguns destes resultados estdo
apresentados na Tabela 02.

Dentre os principais produtores de toxinas encontram-se os géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Claviceps, Alternaria, Strachybotrys, Mycrothecium, Phoma e
Diplodia (Tremacoldi e Souza Filho, 2006). No entanto, apesar de se mostrarem eficientes os
herbicidas naturais baseados em fungos sdo métodos restritos a lugares especificos, pois as
variacoes ambientais influenciam a eficdcia e em muitas situacdes até mesmo a seletividade.
Como por exemplo, os fungos Rhynchosporium alismatis (sin. Plectosporium alismatis) e P.
tabacinium sdo eficientes no controle de Sagittaria pygmaea, S. guayanensis e S. trifolia,
entretanto a aplicacdo em campo desses micoherbicidas ¢ dificultada pelas limitagdes
biologicas, tecnologicas, ambientais e econdmicas (Chung et al., 1998). Dentre outros
entraves para o desenvolvimento de bioherbicidas com fungos patogénicos encontram-se a
necessidade de longos periodos de molhamento, baixa fecundidade, baixa viruléncia (Barreto,
2009) e também pela especificidade que esses agentes apresentam sobre as plantas daninhas
ocorrentes na lavoura; em raros casos uma unica espécie de planta daninha ¢ a responsavel

pela infestacao.
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Tabela 02: Espécies de fungos com efeito fitotoxico sobre espécies vegetais.

Fungos Planta Autor

Fusarium nygamai Striga hermonthica Abbasher & Sauerborn (1992)
Colletotrichum orbusculare Xanthium spinosum Auld & Say (1999)
Fusarium tumidum Ulex europaeus Morin et al. (2000)
Phytophthora palmivora Morrenia odorata Boyetchko et al. (2002)
Puccinia lagenophorae Senecio vulgaris Grace & Schirer (2003)
Phomopsis amaranthicola e Amaranthus sp. Ortiz-Ribbing & Williams (2006)
Microsphaeropsis amaranthi

Colletotrichum coccodes Abutilon theophrasti Meir et al. (2009)

Para que um produto bioldgico possa vir a ser comercializado e utilizado por
produtores sdo necessarios diversos processos para considerar a sua viabilidade, conforme
ilustrado na Figura 3.

Na agricultura contemporanea o controle biologico de plantas daninhas pode
apresentar papel fundamental, em situagdes de controle de plantas daninhas problematicas aos
outros métodos de controle ou ainda para adogdo do manejo integrado de plantas daninhas.
Salienta-se que, normalmente, a eliminacdo de uma unica espécie daninha em uma
comunidade infestante pode somente abrir espago para desenvolvimento das demais espécies.
Mas se a espécie daninha eliminada for de dificil controle como a buva (Conyza spp.) ou o
capim-amargoso (Digitaria insularis), por exemplo, sua supressao da lavoura torna-se

altamente significativa e positiva.
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Figura 3. Diagrama de processos para producao de bioherbicidas.

Fonte: Adaptado de Harding & Raizada, 2015.

1.2 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPETIVAS FUTURAS

Os herbicidas sintéticos foram amplamente utilizados para controlar as plantas

daninhas, entretanto o surgimento de populagdes resistentes ou tolerantes, problemas
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ambientais gerados, contaminacdo de aplicadores e de alimentos, os efeitos prejudiciais aos
organismos presentes no solo, entre outros motivos tem induzido a busca por novas
estratégias de manejo.

Neste sentido, formular herbicidas com novos sitios de agdo ¢ muito importante, tendo
em vista que o aparecimento de plantas daninhas com resisténcia aos herbicidas
convencionais tem aumentado e muito nos ultimos anos. Além dos problemas com a
resisténcia, tem-se a clareza que o sucesso da atividade agricola esta diretamente relacionado
ao emprego de métodos eficientes no manejo de plantas daninhas.

O estudo de toxinas produzidas por patdégenos e por plantas é bastante nova e
representa a chance para o desenvolvimento de herbicidas comerciais que sejam eficientes no
controle das plantas daninhas e/ou menos prejudiciais as culturas agricolas e ao ambiente,
permitindo o desenvolvimento de sistemas agricolas sustentaveis.

A ado¢do de novas formas de manejo de plantas daninhas como a integracdo dos
métodos de controle; cultural, fisico, mecanico, bioldgico e preventivo, torna-se importante na
substituicdo ou mesmo para um menor uso do controle quimico, j4 que esse tem gerado
muitos problemas ao ambiente e também ao homem, sejam esses problemas gerados pelo mau

uso dessa técnica ou inerentes ao proprio método.

5 METODOLOGIA

5.1 COLETA DE PLANTAS INFECTADAS
Foram realizadas coletas sistematicas de plantas daninhas infectadas, exibindo
sintomas tipicos de enfermidades (Figura 2), em areas de cultivo de culturas de verdo e
inverno na regido do Alto Uruguai Gaucho, no periodo de dezembro de 2015 a abril de 2016.
As amostras coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos individuais e mantidas
sob resfriamento em caixas de isopor. Apos, foram transportadas para o laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal da Fronteira Sul de Erechim, onde foi realizado o

1solamento dos microrganismos fitopatogénicos.
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Figura 4. Plantas daninhas coletadas com sintomas de doengas, na regido do Alto Uruguai
Gaticho. (A) milha (Digitaria ciliares Willd); (B) picdo preto (Bidens sp.); (C) leiteiro
(Euphorbia heterophylla).

5.2 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS FITOPATOGENICOS

O isolamento dos microrganismos, a partir das amostras de plantas coletadas, foi
realizado em placas de Petri, contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) e
incubadas a 28°C por 7 dias. Apos esse periodo foram realizadas repicagens sucessivas, no
proprio meio de cultura, até a obtencdo de culturas puras. As culturas puras foram liofilizadas

e armazenadas em freezer até o momento de serem utilizadas no processo fermentativo.

5.3 PROCESSO FERMENTATIVO

A obtengdo do extrato foi realizada em fermentagdo submersa, através do uso de
frascos agitados em shaker, contendo 350 mL de meio de cultura. O preparo do meio de
cultura foi realizado com as seguintes proporg¢des: 10 g L' de glicose (CeH120¢); 7,5 g L' de
extrato de levedura; 10 g L! de peptona; 2 g L™! de sulfato de aménio (NH4)2SO4; 0,5 g L' de
sulfato de magnésio (MgS04.7H20); 1 g L! de sulfato ferroso (FeSO4.7H20) e 1 g L! de
sulfato de manganés (MnSO4.H20) (Souza, 2015).

Os meios de cultura liquidos foram esterilizados em autoclave a 121°C por 30
minutos. ApOs atingirem a temperatura ambiente, os microrganismos foram inoculados
utilizando o meio de cultura estéril, vertido posteriormente sobre a colénia microbiana na
placa de Petri, com o auxilio de uma ldmina microscopica esterilizada.

As fermentagdes foram realizadas a 28°C em shaker, agitados a 120 rpm,
permanecendo por 3 dias nessas condigdes. Apds, os frascos contento os microrganismos

foram peneirados e alocados nos borrifadores até o momento da aplicagdo.

5.4 ATIVIDADE ENZIMATICA DOS EXTRATOS

Para avaliar a atividade enzimadtica dos extratos foram selecionadas enzimas, para a
qual a metodologia era compativel com os equipamentos e reagentes do laboratorio. As
enzimas escolhidas foram: (1) Celulase; (2) Peroxidase; (3) Lipase e (4) Amilase.

5.4.1 Atividade Celulase

Seguindo a proposta de Ghose (1987), com algumas alteragdes, foram pesados 50 mg
de papel de filtro Whatman numero 1 (fonte de celulose) e adicionados a tubos de ensaio

contendo 2 mL de tampao acetato 0,2 M, pH 5,5. Um volume de 1 mL da solu¢do enzimatica
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foi adicionado ao tubo em banho termostatico a 50 °C por 1 hora. A liberagdo de agucares
redutores totais foi medida pelo método DNS (MILLER, 1959). Para o calculo da atividade da
celulase foi utilizada a Equacao 1 - y=12,626x — 0,1268 para a atividade de glicose:

Equacao 1. Equacao utilizada para calcular a atividade de celulase.

y =12,626x — 00,1268

5.4.2 Atividade Peroxidase

O meio reacional foi preparado com 1,5 mL de tampao fosfato pH 5,0 5mM, 2 mL de
agua destilada, 0,5 mL de guaiacol 1% e 1 mL de peréxido de hidrogénio 8%. O meio
reacional foi exposto ao banho termostatico em temperatura de 35°C. Apoés estabilizacdo da
temperatura adicionou-se 1 mL do extrato enziméatico ao meio reacional, mantendo em banho
termostatico por 20 minutos. A leitura de transmitancia foi realizada em espectrofotdmetro
UV-VIS 470nm (Khan & Robinson, 1994).

5.4.3 Atividade Lipase

Foram pipetados 2 mL de enzima em 18 mL de emulsdo. A emulsdo foi composta de
5% de goma arabica, 10% de 6leo de oliva e 90% de tampédo fosfato 100 mM a pH 6. Ap6s
foram levados ao Shaker por 32 minutos a 35 °C a 165 rpm. Para a reacdo foi adicionado 20
mL de acetona etanol. Para a titulacdo foi medido o pH da solucédo e adicionado NaOH 0,05
M até atingir pH 11. Um controle também foi montado a partir de 18 mL de emuls&o, 20 mL
de acetona-etanol e 2 mL, porém sem ser levado ao shaker, para servir de comparagdo para 0s
demais testes. Para o céalculo da atividade foi utilizado a equacdo 2 - At = (Aa-Vb) *
MNaOH/t * V¢ * 1000:
Equacao 2. Equacdo utilizada para calcular a atividade de lipase.

(Aa —Vb) * MNaOH
At = * 1
t*xVc
Em que: Aa é a média dos valores observados; Vb é o valor apresentado pelo

000

controle; MNaOH é o valor da molaridade do hidréxido de sodio; t é o tempo de reagédo e Vc
é 0 volume enzimatico utilizado (Treichel et al., 2016).

5.4.4 Atividade Amilase

Foi utilizado o método descrito por Fuwa (1954) e Pongsawasdi e Yagisawa (1987),
com algumas alteragdes. Foi diluido amido em tampao acetato 100 mM pH 5,0 na proporgao
de 1:100. Apoés, 1 mL do amido diluido foi pipetado juntamente com 1 mL do extrato e
incubados a 38 °C por 10 minutos. A atividade enzimatica foi determinada pelo método DNS,

mesma metodologia utilizada para a atividade da celulase.
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5.5 SCREENING

Esse experimento visou identificar as culturas puras com capacidade de inibi¢do do
desenvolvimento de plantulas diante de uma grande diversidade de isolados.

O bioensaio foi conduzido em casa de vegetacdao, no qual foram utilizadas as plantas
daninhas picao-preto, papua, leiteiro e buva para se avaliar a eficacia dos extratos.

A semeadura das plantas daninhas foi realizada em bandejas plasticas, contendo

substrato e terra. A aplicacdo dos bioherbicidas ocorreu quando as plantas apresentavam de 2

a 4 folhas.

5.6 IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS SELECIONADOS

O DNA dos isolados foi extraido conforme método descrito por Doyle e Doyle (1987),
a partir do micélio crescido em meio de cultura. A amostra de DNA genomico extraido foi
submetida a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) para amplificacdo da regido ITS
(internal transcribed spacer) do rDNA. Os oligonucleotideos iniciadores para a regido ITS
foram ITS1 (5 - TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3 ) e ITS4 (5° -
TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’ ) (White et al., 1990). A mistura para a PCR consistiu de
1 uL de DNA, 1 puL de cada primer a 10 uM, 10 pL de tampao para PCR 5X, 1 uL de dNTPs
a 10 mM, 0,2 pL de GoTaq DNA polimerase 5U/uL (Promega) e 35,8 pL H20 MilliQ
autoclavada, para um volume final de 50 pL. O programa de amplificagdo consistiu de
desnaturagdo inicial a 94 "C/2 min seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 94 "C/10 s,
anelamento a 54 °C/30 s, extensdo a 72 °C/45 s, e extensdo final a 72 °C/4 min. A verifica¢io
dos produtos amplificados foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etideo. Os produtos amplificados foram purificados através de
precipitacdo com polietilenoglicol (Schmitz & Riesner, 2006), submetidos a reacdo de
sequenciamento pelo método de terminagdo de cadeia, empregando-se o reagente Big Dye 3.1
(Applied Biosystems) e analisados em sequenciador capilar automatico 3500 XL (Applied
Biosystems). Sequéncias similares as obtidas para os isolados do presente estudo foram

encontradas no GenBank através da ferramenta Blastn.

5.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: SCREENING
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 3 repeti¢des. Os

tratamentos consistiram da aplicagdo dos extratos obtidos na fermentagdo. Os diferentes
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extratos usados nas plantas foram considerados tratamentos aplicando-se os mesmos
diretamente na parte aérea da planta até o escorrimento com borrifador de jardim.

ApOs os Screening para os microrganismos selecionados, foram realizados testes com
a adi¢io de dleo vegetal (Aureo® oleo vegetal de soja) para melhorar a adesdo do
sobrenadante sobre a folha. As testemunhas foram compostas de plantas sem a aplicagdo de
nenhum tratamento e plantas com a aplicacdo apenas do 6leo vegetal para avaliacdo de
fitotoxicidade. As analises foram visuais efetuadas 1, 7 e 15 dias apos a aplicacdo dos
tratamentos (DAT), dando-se notas de injuria a partir de uma escala diagramatica proposta por

Nunes & Alvez (2011), com adaptagdes (Figura 5).

S : ';“;'..-
0,3 % 1,0 % 2,3 % 51%  11,1%  224%  40,0%

Figura 5. Escala diagramatica usada para avaliar injurias nas plantas testes. Onde: 0% foi
conferida a nota E; 0,3% a 2,3% nota D; de 2,3 a 11,1% nota C; 22,4 a 40,0% nota B e acima
de 40,0% nota A.

5.8 AVALIACAO DA FITOTOXICIDADE DOS FUNGOS SELECIONADOS

Para o teste com os microrganismos selecionados foi adicionado aos extratos
adjuvante, 6leo vegetal Aureo® concentrado Emulsionavel (EC), na dose recomendada de
0,1% v/v (100 mL em 100 litros de dgua). Foram testadas nas concentragoes de 1, 2,4 e 8x a
dose cheia (extrato puro). As avaliagdes foram realizadas 1, 7, 15, 20 e 30 dias apds a
aplicagdo dos tratamentos, atribuindo-se notas de injuria sobre as plantas de acordo com a
escala diagramatica supracitada. Para se avaliar o efeito sobre o milho, soja e feijdo foi
aplicado o extrato com o 6leo vegetal, sendo realizadas as mesmas avaliagdes nas plantas
daninhas. Para fins de comparagdes foram usados dois controles, um sem aplicagdo de
extratos e outro apenas com a aplicagdo de agua e adjuvante. Para o teste de potencial
bioherbicida o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com 3 repeti¢des e
12 tratamentos. A planta daninha buva (Conyza bonariensis) foi retirada do bioensaio por

dificuldades de germinacgao.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Foram isolados 30 microrganismos que se encontram armazenados no laboratério de
Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul (Figura 3). Esses microrganismos
foram submetidos ao Screening, visando identificar cepas com potencial bioherbicida. Para
organizagdo dos fungos isolados foi criado um sistema de codigos (Apéndice) para identificar

a que planta e em que localidade esse fungo foi encontrado.

Figura 6. Banco de microrganismos fitopatogénicos do laboratério de Agroecologia.

6.2 SCREENING DE MICRORGANISMOS

A partir dos microrganismos isolados foi realizado o Screening (Figura 7), visando
identificar cepas com potencial fitotoxico. A partir dos testes foram selecionados 3
microrganismos que apresentaram maior potencial, os quais seguiram para testes posteriores.
Os microrganismos foram selecionados quando apresentaram dano a pelo menos uma das
plantas teste. A partir do sistema de codigos estabelecido, os trés microrganismos foram
denominados de SERC1, 2QI1 e 1SV1, que posteriormente foram enviados para identificacao.
O microrganismo 5ERC1 foi isolado da espécie Solidago chilensis, coletada no municipio de
Erechim - RS. O isolado 2QI1 foi obtido da espécie Digitaria ciliaris coletada no municipio
de Quatro Irmaos — RS, e o isolado 1SV1 foi obtido da espécie Euphorbia heterophylla,

coletada no municipio de Severiano de Almeida — RS.



32

Apesar de serem isolados em diferentes locais e espécies, os trés microrganismos
selecionados apresentaram dano na mesma espécie de planta daninha, o leiteiro. O sucesso de
um bioherbicida depende, entre outros fatores, da interagdo entre patdogeno e planta. A
diversidade genética do patogeno e das plantas-alvo adquire grande influéncia na efetividade
do microrganismo. No processo evolutivo e em relacdes bidticas existem evidencias em ragas
de fungos da existéncia da formae specialis em que o microrganismo se torna extremamente
especifico para determinado género ou espécie de hospedeiro, fator que pode ser determinante

no sucesso de um bioherbicida (Delourme et al., 2008; Wunderlich et al., 2008; Ash, 2010).

Figura 7. Screening visando identificar microrganismos com potencial dos extratos.

Erechim — UFFS, 2016).

Dentre as plantas utilizadas, a que apresentou maior susceptibilidade aos
microrganismos selecionados foi o leiteiro (Euphorbia heterophylla), com danos de até 10%
na folha (Tabela 1). As andlises visuais apds os 15 DAT nao foram inseridas por ndo se

observarem novos sintomas ou danos.

Tabela 1. Efeito de controle dos extratos obtidos sobre as plantas testes, apresentados em

notas a partir da escala diagramatica, aos 1, 7 e 15 dias ap6s a aplicacdo do tratamento.

Dias apos o tratamento (DAT)
Microrganismos

1 7 15

Urochloa plantaginea
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20QI1 (Trichoderma koningiopsis) E E E
1SV1 (Fusarium oxysporum) E E E
SERCI1 (Fusarium ploriferatum) E E E
Controle E E E
Euphorbia heterophylla
2QI1 (Trichoderma koningiopsis) D C C
1SV1 (Fusarium oxysporum) D C C
SERCI1 (Fusarium ploriferatum) E D D
Controle E E E
Conyza bonariensis
20QI1 (Trichoderma koningiopsis) E E D
1SV1 (Fusarium oxysporum) E E E
SERC1 (Fusarium ploriferatum) E E E
Controle E E D
Bidens sp.
2QI1 (Trichoderma koningiopsis) E E E
1SV1 (Fusarium oxysporum) E E E
SERC1 (Fusarium ploriferatum) E E E
Controle E E E

Porcentagem de fitotoxicidade onde: 0% foi conferida a nota E; 0,3% a 2,3% nota D; de 2,3 a

11,1% nota C; 22,4 a 40,0% nota B ¢ acima de 40,0% nota A.

Com excecdo do leiteiro, nenhuma das plantas testes se mostrou suscetivel aos
microrganismos avaliados (Tabela 1). Em buva, devido a dificuldade de germinacao, plantulas
foram transplantadas do campo para a casa de vegetacdo. Ap6s um periodo de adaptacdo (7
dias) os extratos foram aplicados sobre as plantas de buva. Foi observado encarquilhamento
nas folhas das plantas de buva, contudo como esse sintoma foi observado também no
controle, ndo foi possivel inferir se o efeito foi dos microrganismos ou algum dano a raiz
durante o transplante.

Por meio do Screening, foi possivel perceber que das plantas daninhas escolhidas para
o teste dos extratos, o leiteiro foi a que apresentou suscetibilidade aos trés microrganismos,

sendo a planta daninha mais adequada ao controle biologico dentre as plantas teste.
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Observou-se que a partir dos 7 dias apos a aplicacdo, as plantas que apresentaram
danos pelos bioherbicidas iniciaram a emissdo de novos brotos, sugerindo que o dano foi
apenas de contato ¢ ndo de forma sistémica (Figura 8). A supressdao dos danos pode estar
relacionada a resposta hipersensitiva, esse fendmeno ¢ uma das principais respostas de defesa
da planta contra o ataque de patéogenos, sendo uma resposta rapida e localizada na regido de
infeccdo do patdgeno. Se caracteriza por um rapido e localizado colapso do tecido vegetal ao
redor da infecgdo, impedindo a progressdao da doenga e circulagdo de compostos toxicos

(Agrios, 2004).

Figura 8. Danos a plantas de leiteiro aos 7 (A) e aos 15 (B) DAT.

Os resultados demonstram que as plantas de leiteiro continuaram emitindo novas
folhas, devido ao fato de que as doengas ndo atacam os tecidos meristematicos, as plantas sao
capazes de produzir novas folhas saudaveis, ou rebrotes em alguns casos. Os incrementos de
tecido saudavel, acompanhado da perda de tecido doente, ajudam na redugdo da pressdo
causada pela doenga, diminuindo o niumero de indculos (Charudatan, 1989).

Esse fator pode estar relacionado ao fato de que a grande maioria dos microrganismos
foram selecionados a partir de sintomas de manchas foliares. De forma geral, fungos que

causam antracnoses, murchas e podriddes apresentam maiores chances de causar a morte da
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planta do que microrganismos causadores de manchas foliares ou microrganismos que sao

parasitas obrigatorios como o caso da ferrugem (Charudattan, 1989).

6.3 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos cujos cédigos sdo 1SV1, SERCI1 e 2QIl, os quais apresentaram
efeito fitotoxico sobre as plantas de leiteiro, foram enviados ao Instituto Bioldgico de Sao
Paulo, sendo identificados como Fusarium oxysporum, F. ploriferatum e Trichoderma
koningiopsis, respectivamente.

Fungos do género Fusarium ja apresentam fitopatogenicidade bem estabelecida, sendo
utilizado em diversos trabalhos como fonte de controle bioldgico de plantas daninhas
(Hodosy, 1981; Kouzmanova, 1994; Boari & Vurro, 2003; Seremi & Okhovvat, 2008). Esses
fungos causam diversos tipos de doengas em uma grande gama de espécies vegetais. Sdo os
agentes causais do mal-do-panama em bananeiras (Cordeiro et al, 2004), murcha de fusarium
em feijao (Ribeiro e Ferraz, 1984), manchas foliares em plantas ornamentais (Lins & Coelho,
2003), podridao de espigas em milho (Logrieco & Moretti, 1995) entre outras. Por apresentar
afinidade com um elevado numero de espécies vegetais, grande parte dos estudos dos
bioherbicidas usando o Fusarium, estao focados nas suas formae specialis, o que garante
maior especificidade a planta que se deseja controlar (Ash, 2010).

O microrganismo Trichoderma koningiopsis estd bem estabelecido como controle
biologico de insetos e fungos (Samuel et al., 2006; You et al., 2016), inclusive no controle de
fusariose em abacaxi (Souza et al., 2016). Todavia, ndo existem relatos sobre esse
microrganismo ser utilizado como fonte para controle de plantas daninhas. Entretanto, no
trabalho de Qian et al. (2013), esse microrganismo foi identificado como sendo o agente
causal de mancha foliar em Curcuma wenyujin, sugerindo que esse fungo pode ser

fitopatogénico, devendo ser mais estudado como fonte de bioherbicidas.

6.4 ATIVIDADE ENZIMATICA DOS EXTRATOS

A atividade enzimdtica dos fungos para celulase, amilase, peroxidase e lipase, sdo
apresentados na Tabela 2. Observou-se que o microrganismo Trichoderma koningiopsis foi o
que apresentou maior atividade enzimatica para celulase e lipase, sendo também o fungo que
apresentou maior efeito sobre as plantas de leiteiro. Essa maior atividade enzimatica pode ter
facilitado a entrada do microrganismo, juntamente com os seus compostos, aumentando assim

a fitotoxicidade.
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O modo de agdo dos bioherbicidas ¢ similar aos mecanismos de intera¢do planta-
patégeno. No caso da interagdo planta-patégeno, o microrganismo deve contornar os
mecanismos de defesa da planta. A relagdo entre os dois individuos deve ser compativel para
que o agente de biocontrole possa infectar a planta alvo. Os fatores de viruléncia estdo direta
ou indiretamente relacionados com o processo de infeccdo. Sendo assim, os fatores de
viruléncia poderiam ser enzimas que degradam as paredes celulares, facilitando a entrada do
microrganismo ¢ dos componentes fitotoxicos e fitotoxinas ou metobolitos secundarios, que
podem interferir no metabolismo da planta (Harding & Raizada, 2015; Andanson, 2010;
Ghorbani et al., 2005; Stergiopoulos et al., 2013; Cordeau et al., 2016).

Tabela 2. Atividade enzimatica de celulase, lipase, peroxidase e amilase dos microrganismos

Fusarium oxysporum, F. ploriferatum e Trichoderma koningiopsis.

Atividade enzimatica (U/mL)

Microrganismo Celulase Amilase Peroxidase Lipase
Fusarium oxysporum 0,950 6,433 479,33 -1,56*
Fusarium ploriferatum 0,416 0,647 285,33 -1,40%*
Trichoderma koningiopsis 11,455 1,320 261,33 9,84

*  Valores negativos indicam que ndo houve atividade enzimatica em relagao ao controle.

Dentre as enzimas estudadas, a que adquire maior importancia sdo a celulase e a
lipase, a primeira devido ao fato de que seu papel ¢ a degradagdo da celulose, principal
componente da parede celular vegetal, e a segunda por auxiliar na degradagdo de membranas
lipidicas. As demais enzimas como proteases, peptidases, amilases e fosfolipases, poderiam
auxiliar na degrada¢do de proteinas e outras estruturas (Ghorbani et al., 2005). Estudos
visando a adicdo de celulase extracelular em bioherbicidas mostraram que a adicdo dessa
enzima gerou a morte de 58% das plantas de Orobanche aegyptiaca quando comparado ao
extrato sem adi¢do da enzima, que resultou em aproximadamente 38% de mortalidade

(Babalola, 2010).

6.5 EFEITO BIOHERBICIDA
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O efeito dos agrotoxicos depende, em grande parte, do potencial de deriva, perda por
escorrimento, cobertura do alvo, entre outros fatores. Para aumentar as chances de adesdo ao
alvo, as caldas de pulverizagao sdo compostas pelo produto, agua e adjuvantes. Os adjuvantes
melhoram a eficdcia das aplicagdes, entretanto a interacao entre produto e adjuvante € um
processo complexo. Os adjuvantes atuam no sentido de melhorar o molhamento, aderéncia,
espalhamento e dispersdo da calda de pulverizacdo (Ramsdale & Messersmith, 2001;
Montério et al., 2004, Mendonga et al., 2007; Almeida, 2014).

Foi possivel observar aumento na fitotoxicidade dos extratos ao se adicionar o
adjuvante. Para as plantas daninhas, exceto o leiteiro, houve acréscimo na fitotoxicidade, mas
sem influéncia no crescimento das mesmas. Todos os trés microrganismos apresentaram os
mesmos sintomas para as plantas dicotiledoneas soja, feijao e leiteiro (areas necrdticas sobre a
folha e encarquilhamento). O picao-preto ndo apresentou suscetibilidade ao controle bioldgico
para nenhum dos microrganismos, concentracdes e tempos avaliados. O leiteiro foi a nica
planta daninha que demonstrou sensibilidade ao acréscimo da concentracdo, para todos os
microrganismos. As demais plantas daninhas ndo apresentaram sensibilidade ao aumento da
concentracao (Tabela 3).

Alguns sintomas puderam ser observados a partir dos 7 dias para as plantas de papua e
milho nas concentracdes de 4 e 8x a dose dos microrganismos, porém esses sintomas estao
associados a goticulas maiores de extrato que se acumularam em alguns pontos da folha,
apresentando necrose nesse tempo avaliado, contudo ndo houve aumento dos sintomas apds
os 7 dias de avaliagao.

Para o leiteiro, a fitotoxicidade aumentou de aproximadamente 10% sem a adi¢do do
adjuvante, para 60% na maior concentracdo com adjuvante para o microrganismo
Trichoderma koningiopsis. Para Fusarium oxysporum e F. ploriferatum, também se observou
aumento da fitotoxicidade chegando a 40% para 8x a dose com adi¢do do adjuvante. Para as
demais plantas daninhas o incremento na fitotoxicidade foi infimo, indo de 0,3% sem a adi¢do
de oleo até 1% com a adigdo do adjuvante e aumento da dose. Os extratos demonstraram
fitotoxicidade a soja e ao feijao, tendo pequeno incremento com o aumento da concentragao,
entretanto os mesmos ndo influenciaram no desenvolvimento dessas culturas.

Apesar de uma fitotoxicidade maior, novamente, nenhum dos extratos causou a morte
das plantas de lavora e daninhas, entretanto na maior concentracdo, 0 microrganismo

Trichoderma koningiopsis, prejudicou o crescimento do leiteiro (Figura 9).
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Figura 9. Efeito fitotoxico ao se aplicar 8x a dose de Trichoderma koningiopsis em plantas de

leiteiro.

O adjuvante demonstrou pequena fitotoxicidade nas plantas de leiteiro, onde somente
o0 0leo misturado com 4gua foram aplicados, essa fitotoxicidade pode ter facilitado a entrada
do microrganismo e de seus compostos, nos tratamentos com os extratos, contribuindo para o

aumento da fitotoxicidade dos microrganismos (Tabela 3).

Tabela 3. Controle de leiteiro - Euphorbia heterophylla (%) usando Trichoderma
koningiopsis, Fusarium ploriferatum e Fusarium oxysporum em diferentes concentragdes aos
1, 7 e 15 dias apds a aplicacdo dos tratamentos (DAT).

Controle de leiteiro (%)

Trichoderma koningiopsis

Concentracao

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E D D
2x D
4x D C B
8x C B A
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente 6leo E D D
Concentracio Fusarium ploriferatum

1 DAT 7 DAT 15 DAT

1x E D D
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2x D D C
4x D C C
8x C C B
Controle sem aplicacio E E E
Controle somente dleo E D D
Concentracio Fusarium oxysporum
1 DAT 7 DAT 15 DAT

1x E D D
2x D

4x D C B
8x C B B
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente dleo E D D

Porcentagem de fitotoxicidade onde: E= 0%; D= 0,3% a 2,3%; C=de 2,3 a 11,1%; B=22,4 a
40,0% e A acima de 40,0%.

Borges Neto et al., (1998) ao testarem o fungo Cercospora caricis, para o controle de
tiririca (Ciperus rotundus L.), constataram que ao utilizarem adjuvantes, melhoraram as taxas
de controle da planta daninha. De modo geral, os trabalhos em que os adjuvantes foram
adicionados a suspensao de inoculos para o biocontrole de plantas daninhas, aumentaram a
severidade dos danos causados (Borges & Pitelli, 2004; Almeida, 2014).

Para o controle de papua (Urochloa plantaginea) os indices permaneceram abaixo dos
5% para todos os microrganismo e periodos avaliados (Tabela 4). Apesar do microrganismo
Trichoderma koningiopsis ter sido isolado a partir de uma planta daninha da mesma familia
(Digitaria ciliaris), o mesmo nao apresentou efeito quando aplicado sobre o papua. Esse
fendmeno pode estar relacionado ao fato que o principio ativo de um bioherbicida é um
organismo vivo, sendo que, a ferramenta de aplicacdo, pressdo utilizada, adjuvantes
adicionados, entre outros fatores, podem influenciar na deposi¢do do microrganismo na planta
(Ash, 2010). Ademais, apesar de isolado de uma planta da mesma familia, a interacao
patogeno - planta, nesse caso, pode ser totalmente diferente o que pode ter tido influéncia na

efetividade desse microrganismo sobre o papua.
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Tabela 4. Controle de papua - Urochloa plantaginea (%) com Trichoderma koningiopsis,
Fusarium ploriferatum e Fusarium oxysporum em concentracdes aos 1, 7 e 15 dias apos a

aplicacdo dos tratamentos (DAT).

Controle de papud (%)

Trichoderma koningiopsis

Concentracio

1 DAT! 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x E
4x E D D
8x E D D
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente dleo E E E
Concentracio Fusarium ploriferatum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x E E E
4x E E D
8x E D D
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente dleo E E E
Concentracao Fusarium oxysporum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x E E E
4x E E D
8x E D D
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente oleo E E E

Porcentagem de fitotoxicidade onde: E= 0%; D= 0,3% a 2,3%; C=de 2,3 a 11,1%; B=22,4 a

40,0% e, nota A acima de 40,0%. ' Dias apds a aplicag¢io dos tratamentos.
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Para o picdo-preto, novamente, nenhum dos microrganismos apresentou efeito
fitotoxico. Assim como para o papud, a interacdo patdgeno-hospedeiro nesse caso pode ter
sido a causa da ineficiéncia do biocontrole. No trabalho de Tagami et al., (2009) observaram
que o extrato aquoso de Bidens pilosa foi eficiente na redugao do desenvolvimento dos fungos
fitopatogénicos Alternaria alternata, Colletotrichum graminicola, Rhizoctonia solani e
Sclerotium rolfsii, isso demonstra que em sua constitui¢do o picdo-preto apresenta compostos

fungitoxicos o que pode ter prejudicado o desenvolvimento da doenga sobre a planta.

Tabela 5. Efeito fitotoxico de Trichoderma koningiopsis, Fusarium ploriferatum e Fusarium

oxysporum em plantas de picdo-preto em diferentes concentragdes aos 1, 7 ¢ 15 DAT.

Controle de picdo-preto

Concentracao Trichoderma koningiopsis

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x E E
4x E E E
8x E E E
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente 6leo E E E
Concentracio Fusarium ploriferatum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x E E
4x E E E
8x E E E
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente dleo E E E
Concentracao Fusarium oxysporum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E

2x E E E
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Porcentagem de fitotoxicidade onde: E= 0%; D= 0,3% a 2,3%; C=de 2,3 a 11,1%; B=22,4 a

40,0% e, nota A acima de 40,0%.

Ao se avaliar as culturas de milho, soja e feijao foi possivel observar um maior dano

as plantas da classe dicotiledoneas em relagdo as monocotiledoneas. A soja se mostrou mais

tolerante aos microrganismos que o feijado (Tabela 6 e 7). Sendo a soja uma cultura de

interesse comercial, ¢ frequentemente trabalhada no sentido de resisténcia a doengas e insetos,

0 que pode ter contribuido para a sua maior tolerancia. Entretanto, para ambas as culturas os

danos ndo foram suficientes para prejudicar o seu desenvolvimento, sendo menores que 10%.

Tabela 6. Efeito fitotoxico de Trichoderma koningiopsis, Fusarium ploriferatum e Fusarium

oxysporum em plantas de soja concentragdes aos 1, 7 e 15 DAT.

Fitotoxicidade em Glycine max (L.) (%)

Concentracao Trichoderma koningiopsis

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x E
4x E D D
8x E B B
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente dleo E E E
Concentracio Fusarium ploriferatum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x
4x E D D
8x E C C
Controle sem aplicacio E E E
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Controle somente dleo E E E
Concentracio Fusarium oxysporum
1 DAT 7 DAT 15 DAT

1x E E E

2x E

4x E D D

8x E C C
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente 6leo E E E

Porcentagem de fitotoxicidade onde: E= 0%; D= 0,3% a 2,3%; C=de 2,3 a 11,1%; B=224 a
40,0% e, nota A acima de 40,0%.

O feijao se mostrou mais suscetivel a aplicagdo dos bioherbicidas (Tabela 7), todavia,
as avaliagdes a partir dos 10 dias foram prejudicadas devido ao fato de que as plantas
presentes na estufa foram infestadas por mildio, o que prejudicou as avaliagdes a partir desse
periodo. Todavia, até os 10 dias apds a aplicagdo dos extratos foi possivel observar pequena
toxicidade nas plantas de feijdo, apresentando necrose nas bordas dos foliolos. Os sintomas
foram similares para feijdo e soja, apresentando pontos e areas necroticas pela superficie e
borda da folha. No momento da aplicacdo, para a maior concentragdo, maiores quantidades de
extrato se acumularam nas bordas das folhas, mesmo local onde das manchas e
encarquilhamento ocorreram, sendo assim, pode-se inferir que o maior periodo sobre a

superficie da folha favoreceu a entrada do microrganismo e seus compostos.

Tabela 7. Efeito fitotoxico de Trichoderma koningiopsis, Fusarium ploriferatum e Fusarium
oxysporum em plantas de soja em diferentes concentragdes aos 1, 7 e 15 DAT.

Phaseolus vulgaris L.

Concentracio Trichoderma koningiopsis
1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E -
2x E E -
4x E D -
8x E D -
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Controle sem aplicacio E E D
Controle somente dleo E E E
Concentracio Fusarium ploriferatum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E -
2x E -
4x E D -
8x E D -
Controle sem aplicaciao E E D
Controle somente 6leo E E E
Concentracao Fusarium oxysporum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E -
2x E E -
4x E D -
8x E D -
Controle sem aplicaciao E E D
Controle somente dleo E E E

Porcentagem de fitotoxicidade onde: E= 0%; D= 0,3% a 2,3%; C=de 2,3 a 11,1%; B=22,4 a
40,0% e, nota A acima de 40,0%.

Para o milho, assim como o papua, as aplicacdes ndo surtiram efeito. Apenas o
microrganismo 7richoderma koningiopsis, nas maiores doses, apresentou pequenos pontos
necroticos na superficie da folha, contudo, ndo superando 1% de dano (Tabela 8). A
ineficiéncia dos extratos foi um resultado positivo, pois, sendo o leiteiro uma planta daninha
de verdo, podendo competir com a cultura do milho, o controle bioldgico para essa cultura

poderia ser uma alternativa.

Tabela 8. Efeito fitotoxico de Trichoderma koningiopsis, Fusarium ploriferatum e Fusarium

oxysporum em plantas de milho em diferentes concentragdes aos 1, 7 ¢ 15 DAT.

Fitotoxicidade em Zea mays L. (%)
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Concentracao Trichoderma koningiopsis
1 DAT 7 DAT 15 DAT

1x E E E

2x E

4x E D D
8x E D D
Controle sem aplicacio E E E
Controle somente oleo E E E

Concentracao Fusarium ploriferatum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x E
4x E E E
8x E E E
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente 6leo E E E
Concentracio Fusarium oxysporum

1 DAT 7 DAT 15 DAT
1x E E E
2x
4x E E E
8x E E E
Controle sem aplicaciao E E E
Controle somente 6leo E E E

Porcentagem de fitotoxicidade onde: E= 0%; D= 0,3% a 2,3%; C=de 2,3 a 11,1%; B=224 a
40,0% e, nota A acima de 40,0%.

A partir dos resultados obtidos ¢ possivel afirmar que, de forma geral, os
microrganismos apresentaram controle, sendo que a planta que apresentou maior
suscetibilidade ao controle bioldgico foi o leiteiro. Existem estudos que demonstram que o

leiteiro ¢ uma planta compativel com o controle biolégico (Yorinori & Gazziero, 1989;
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Barreto & Evans 1998). Apesar da familia Euphorbiaceae incluir diversas culturas, como
seringueira e a mandioca, apresenta poucas plantas comercialmente importantes. Isso torna as
plantas daninhas dessa familia, alvos ideais para o controle bioldgico.

Apesar de promissor, os testes realizados em ambiente controlado ou casa de
vegetacdo, devem ser levados a campo. Plantas em casa de vegetacdo tendem a ser mais
suscetiveis, podendo superestimar o efeito fitotoxico dos extratos. Sendo assim, para avaliar
de forma efetiva a performance dos bioherbicidas, apenas testes a campo em condi¢des
adequadas podem avaliar de forma definitiva a efetividade do controle biologico (Charudatan,

1989).
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7 CONCLUSOES

No presente trabalho foram encontrados 3 microrganismos com potencial no controle
de leiteiro, tendo destaque o Trichoderma koningiopsis no qual apresentou os maiores danos
as plantas.

Esse mesmo microrganismo foi o que apresentou maior atividade enzimatica para
enzimas de interesse, como celulase e lipase.

A adicao de adjuvante favoreceu o efeito bioherbicida dos extratos.

O aumento da dose também se mostrou mais eficiente em causar fitotoxicidade em

leiteiro.
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APENDICE

Tabela de codigos formulada para identificagdo dos microrganismos

Cédigo Nome comum Nome cinetifico Local

1ErC1,2,3,4 Leiteiro Euphorbia heterophylla  Erechim

2011,2,3,4 Milha Digitaria horizontalis Quatro Irmaos
35V1,2,3,4 Picéo preto Bidens sp. Severiano de Almeida
4SVCl1,2,3,4 Buva Conyza bonariensis Severiano de Almeida
5ERC1,2,3,4 Erva Lanceta Solidago chilensis Erechim

Em que: o primeiro numero equivale a espécie da planta; as letras, as iniciais dos municipios
em que as coletas foram realizadas e o ultimo niimero, a planta em que o fungo foi isolado.

Exemplos:

Leiteiro coletado em Severiano de Almeida, terceira planta a ser coletada = 1SV3
Leiteiro coletado em Erechim — campus UFFS, segunda planta a ser coletada = 1ErC2
Buva coletada em Erechim — campus UFFS, quarta planta a ser coletada = 4ErC4
Picdo preto coletado em Severiano de Almeida, primeira planta a ser coletada = 3SV1.



