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RESUMO

A crescente demanda por alimentos é responsavel por estimular o setor agricola. Entretanto,
grandes volumes de nutrientes sdo perdidos na producao, fato este relacionado com a acdo de
plantas daninhas presentes nestes ambientes. Para o controle destas plantas daninhas,
normalmente, utilizam-se compostos quimicos, sendo que sua aplicacdo excessiva, além de
poder estimular resisténcias na planta invasora, afeta a qualidade ambiental e a saide humana.
Devido a isso, buscam-se novas tecnologias de manejo para plantas daninhas, demandando
pesquisas a partir de herbicidas bioldgicos (bioherbicidas), que tém sua producdo baseada em
plantas e microrganismos fitopatogénicos, principalmente fungos. Nesse sentido, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a viabilidade da producéo e aplicacdo de biocompostos a partir do
fungo Trichoderma koningiopsis por processo fermentativo submerso em biorreator. Para isso,
ensaios fermentativos foram realizados em biorreator, sendo que durante o processo coletou-se
amostras de 24 em 24 horas para avaliar a producdo enzimética (amilase, celulase, lipase e
peroxidase) e entdo ao final da fermentacdo quantificou-se a biomassa fungica. Testes de
sensibilidade do T. koningiopsis na presenca de herbicidas quimicos (Acido
diclorofenixiacético (2, 4-D), Glifosato e Glufosinato de Amonio) foram realizados com o
intuito de avaliar o efeito da combinacéo e possivel sinergismo destes dois agentes frente ao
controle de plantas daninhas. Primeiramente avaliou-se a formacéo do halo inibitério em placas
de Petri, avaliando a sensibilidade ou resisténcia fungica frente aos herbicidas sintéticos
testados. Também se testou tal combinacdo em processo fermentativo para posterior aplicacdo
nas seguintes plantas daninhas: picdo-preto (Bidens pilosa), buva (Conyza bonariensis) e
leiteiro (Euphorbia heterophylla). Numa visdo global do estudo, os resultados obtidos no
processo fermentativo em ampliagdo de escala mostraram que em 72 horas ocorreram as
maiores producfes enzimaticas, atingindo-se até 80% de fitotoxicidade nas plantas daninhas. O
microrganismo T. koningiopsis apresentou resisténcia a maioria dos herbicidas testados,
incluindo altas doses de glifosato, sugerindo que o fungo apresenta capacidade de adaptacao ao
meio contendo doses extremas de herbicidas quimicos. Na aplicacdo de biocompostos na
presenca de herbicidas quimicos, ocorreu a potencializacdo da acdo fitotoxica (100%) sob as
plantas alvo, ressaltando fitotoxicidade a buva, atualmente resistente aos herbicidas disponiveis.
Os bioherbicidas estudados possuem caracteristicas promissoras a serem exploradas no
biocontrole de plantas daninhas, abordando aspectos no &mbito da sustentabilidade ambiental.

Palavras-chave: Atividade enziméatica. Ampliacdo de escala. Biocontrole. Interacdo bioldgica e
quimica. Trichoderma koningiopsis.



ABSTRACT

The growing demand for food is responsible for stimulating the agricultural sector. However,
large volumes of nutrients are lost in production, a fact related to the action of weeds present in
these environments. For the control of these weeds, chemical compounds are usually used, and
their excessive application, besides being able to stimulate resistance in the invasive plant,
affects the environmental quality and human health. Due to this, we are looking for new
technologies of weed management, demanding researches from biological herbicides
(bioherbicides), which have their production based on plants and phytopathogenic
microorganisms, mainly fungi. In this sense, the objective of this work was to evaluate the
viability of the production and application of biocomposites from the fungus Trichoderma
koningiopsis by fermentative process submerged in bioreactor. For this, fermentative tests were
carried in a bioreactor, and samples were taken every 24 hours to evaluate the enzymatic
production (amylase, cellulase, lipase and peroxidase) and then at end of fermentation the
fungal biomass was quantified. T. koningiopsis sensitivity tests in the presence of synthetic
herbicides (Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), Glyphosate and Ammonium Glufosinate)
were carried out with the purpose of evaluating the effect of combination and possible
synergism of these two agents against the control of weeds. First, inhibitory halo formation was
evaluated in Petri dishes, evaluating the sensitivity or fungal resistance against the synthetic
herbicides tested. This combination was also tested in a fermentation process for subsequent
application to the following weeds: Bidens pilosa, Conyza bonariensis and Euphorbia
heterophylla. In an overall view of the study, the results obtained in fermentation process in
scale expansion showed that in 72 hours the highest enzymatic production occurred, reaching
up to 80% of phytoxicity in the weeds. The microorganism T. koningiopsis showed resistance
to most of the chemical herbicides tested, including high dosages of Glyphosate, suggesting
that fungus shows ability to adapt the medium containing extreme doses of synthetic herbicides.
In the application of biocomposites in the presence of synthetic herbicides, suggests
potentiation of the phytotoxic action (100%) under the target plants, emphasizing phytotoxicity
to the “buva” (Conyza bonariensi), currently resistant to available synthetic herbicides. The
bioherbicides studied have promising characteristics to be explored in the biocontrol of weeds,
addressing aspects in the ambit of environmental sustainability.

Keywords: Enzymatic activity. Scale-up. Biocontrol. Biological and chemical interaction.
Trichoderma koningiopsis.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda para atender o fornecimento de alimentos impulsiona a produgéo
agricola e para garantir a geracdo de estimulos nesta area 0s compostos quimicos sdo muito
utilizados para controle de patdgenos, insetos e plantas indesejaveis com intuito de assegurar
um maior rendimento agricola (MAZOYER; ROUDART, 2010; MORILLO; VILLAVERDE,
2017).

Infelizmente ainda se perde muito da producdo agricola e as plantas daninhas sdo
responsaveis por parte deste déficit, por isso, um controle eficiente destas plantas se faz
necesséario (VAREJAO et al., 2013). Entretanto, a aplicacio excessiva de compostos quimicos
como forma de manejo destas plantas, sobre 0s recursos naturais pode afetar negativamente a
qualidade ambiental e a saide humana, de mesma forma que ainda podera vir a ser causa de
poluicdo no solo, 4gua e ar. Por essa razdo, no ano de 1995 constatou-se a existéncia de 12
poluentes organicos persistentes (POPSs) e estes compostos foram proibidos por apresentarem
efeitos antagbnicos ao ambiente (MORILLO; VILLAVERDE, 2017).

Sé&o por esses motivos que segundo Varejdo et al. (2013), buscam-se novas tecnologias
de controle da acdo de plantas daninhas, neste contexto surgem entdo como estratégia de manejo
0s biocompostos ou bioherbicidas, que sdo herbicidas naturais elaborados com base em plantas
ou microrganismos patogénicos, sendo que ha predominio na literatura da utilizacdo de fungos
como uma alternativa eficaz de controle biolégico (KLAIC et al., 2015). O biocontrole parte da
abordagem de incorporacdo de um agente patdgeno para que o resultado apresente eficiéncia,
devido a ampla biodiversidade de fungos existente, o seu uso principalmente no que se refere a
fungos fitopatogénicos tem recebido grande consideracdo para a formulacdo de bioherbicidas
(CHARUDATTAN; DINOOR, 2000).

Segundo estudos de Moreno et al. (2009) e Qian et al. (2013), o microrganismo
Trichoderma koningiopsis vem sendo amplamente empregado para processos de controle
biolégico, pois provoca alteracBes foliares nas plantas e na resisténcia as doencas,
demonstrando potencial para controlar diversos patdgenos, inclusive plantas daninhas, além de
apresentar habilidades em induzir a atividade de proteinas nas plantas. Varias espécies de
Trichoderma apresentaram melhorias nos rendimentos e eficicia no controle de doengas nas
plantas (SHAFAWATI; SIDDIQUEE, 2013), além disso, o fungo Trichoderma spp. é

considerado um bom produtor de enzimas, conforme demonstra o estudo realizado por Verma
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et al. (2007). Algumas enzimas sdo citadas na literatura como sendo a porta de entrada de
microrganismos para atingir o tecido foliar de plantas, pois agem degradando a parede celular
da mesma, celulase e lipase sdo algumas destas enzimas (CORDEAU et al., 2016; GALON et
al., 2016).

Para Verma et al. (2007) e Wyss et al. (2004), devido a preocupacdo com o rendimento
agricola para a producdo de alimentos, acredita-se que a reducéo do uso de compostos quimicos
sintéticos ndo apresenta viabilidade, entretanto os autores sugerem a utilizacdo combinada de
herbicidas quimicos e bioldgicos, esse mecanismo promoveria um ambiente de produgdo mais
saudavel, assegurando um bom aproveitamento para as demandas agricolas, além de reduzir o
risco ambiental. Segundo estudos de Wyss et al. (2004), os herbicidas quimicos sdo compativeis
com 0s naturais e poderiam ser utilizados para potencializar a eficacia de biocompostos.

Pesquisas no campo de biocompostos recebem menor apoio em comparagdo com 0S
compostos convencionais, a falta de agéncias financiadoras, o custo do processo de fermentacao
e dos estagios iniciais para a producdo dos herbicidas naturais sdo fatores que evitam o interesse
de empresas para o desenvolvimento desse tipo de produto (KLAIC et al., 2015).

A ampliacdo da escala de producdo de biocompostos se faz necessaria quando se
considera a otimizagdo dos parametros operacionais para satisfazer a certa demanda industrial
(YANG, 2010). Segundo Cheng et al. (2003), Huang e McDonald (2009), o aumento de escala
¢ mais viavel em processos em estado submerso do que em sdélido, sendo que todos os
parametros devem ser estudados e redimensionados para que esse aumento possa ser aplicado.

Para realizar o escalonamento de processos fermentativos submersos, como a produgéo
de biocompostos, geralmente utilizam-se biorreatores. Huang e McDonald (2009) trouxeram
em suas pesquisas alguns tipos de biorreatores aplicados a area de bioprocessos, dentre eles, a
configuragdo do tipo tanque agitado, que possui boa aplicabilidade para a fermentagéo
microbiana, pois possuem vantagens como, flexibilidade e facilidade de operacdo. A escolha
do biorreator é extremamente relevante, pois sera responsavel pela maximizacao da producéo
do biocomposto, reduzindo os custos e originando um processo viavel.

Perante o0 exposto, verifica-se que a busca por tecnologias alternativas a base de produtos
naturais que apresentem eficiéncia, viabilidade econdmica, social, ecologica, e que possam
reduzir a utilizacdo de compostos quimicos, impulsionam a demanda por estratégias de manejo

inovadoras, por isso, as pesquisas nesta area desenvolvem-se de maneira promissora.
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Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade da produgéo e aplicagdo de
biocompostos a partir do fungo Trichoderma koningiopsis por processo fermentativo submerso
em biorreator. Acredita-se que dessa forma, um maior fortalecimento do agente patdgeno sera
possivel, bem como, a redugdo no uso de herbicidas quimicos e o controle sustentavel de plantas

daninhas que acarrete também, em beneficios potenciais para o ambiente.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade da produgdo e aplicacdo de biocompostos a partir do fungo

Trichoderma koningiopsis por processo fermentativo submerso em biorreator.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Ampliar a escala de producédo dos biocompostos em biorreator;

e Quantificar as enzimas amilase, celulase, lipase e peroxidase no biocomposto produzido
por meio do fungo Trichoderma koningiopsis;

e Auvaliar a acdo combinada de herbicidas quimicos e do biocomposto produzido em
laboratério;

e Avaliar de forma preliminar, a acdo do biocomposto como agente bioherbicida e
também seu efeito combinado com herbicidas quimicos quando aplicados em plantas

daninhas.



3. MATERIAL E METODOS

O fluxograma apresentado na Figura 1 mostra esquematicamente as etapas da

metodologia que foi utilizada para o desenvolvimento deste trabalho.
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Figura 1 — Fluxograma demonstrando a metodologia em etapas para a realizagéo deste trabalho.

Atividades
enzimaticas
(Amilase,
Celulase, Lipase e
Peroxidase)

-~ -

Atividades
enzimaticas
(Amilase,
Celulase, Lipase e
Peroxidase)

~ == -

Fonte: Elaborado pela autora.

Ampliagdo de escala em
biorreator: Producéo de
Biocompostos

l

Avaliacdo do efeito
bioherbicida sobre plantas
daninhas

l

Avaliacédo do efeito
combinado de herbicidas
quimicos e do bioproduto
produzido em laboratério

l

Avaliacdo preliminar do efeito
combinado de herbicidas
quimicos + bioproduto sobre
plantas daninhas

Quantificacdo
da biomassa
fangica

e

Quantificacao
da biomassa
fangica

T

_____________



16

3.1 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado para a producdo do biocomposto foi o fungo Trichoderma
koningiopsis (Figura 2) que foi obtido no banco de microrganismos do Laboratorio de
Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul -Campus Erechim/RS. Reichert Janior
(2017) isolou o fungo T. koningiopsis a partir da planta daninha Digitaria horizontalis, no
municipio de Quatro Irm&os no Rio Grande do Sul e este microrganismo foi selecionado por
apresentar resultados promissores em testes preliminares relacionados ao controle de plantas
daninhas.

Figura 2 — Microrganismo Trichoderma koningiopsis apds processo de repique em placas de
Petri contendo meio de cultivo Agar Batata Dextrose (BDA) no Laboratério de Microbiologia
e Bioprocessos.

Fonte: Laboratdrio de Microbiologia e Bioprocessos (LAMIBI).

Para o desenvolvimento do microrganismo utilizou-se como meio de cultivo Agar
Batata Dextrose (BDA). Apo6s os repiques em camara de fluxo laminar as placas foram mantidas
por 7 dias em uma estufa incubadora B.0.D a uma temperatura de 28°C (REICHERT JUNIOR,
2017).
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3.2 PROCESSO DE AMPLIACAO DE ESCALA

A ampliacdo de escala para a obtengcdo de biocompostos com potencial bioherbicida
usando o fungo Trichoderma koningiopsis, baseou-se em condigdes previamente estudadas por
Bordin et al. (2018) no Laboratdrio de Microbiologia e Bioprocessos da Universidade Federal
da Fronteira Sul, Campus Erechim-RS (Tabela 1), considerando como critério o potencial
fitotoxico dos respectivos biocompostos produzidos em diferentes condicdes (ensaios 1 e 2), 0s
quais apresentaram um potencial fitotoxico de 90 e 60% na planta Euphorbia heterophylla,
respectivamente (BORDIN et al., 2018).

Tabela 1 — Composicdo do meio de cultivo para a producdo dos biocompostos em biorreator
usando o fungo Trichoderma koningiopsis.

Ensaio Glicose Extrato de Peptona (NH4)2SO4  FeSO4.7H20
(g/L) levedura (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 20 5 2,5 4 2
2 15 18,4 5 4 2

Considerando as condi¢Ges nutricionais 1 e 2, foi realizado o processo de producédo dos
biocompostos em biorreator de tanque agitado (BIOTEC-FLEX, Tecnal, Brasil). Os parametros
utilizados no biorreator foram escalonados conforme adaptagdes de Souza et al. (2015), sem
controle de pH, com temperatura de 28°C, agitacdo de 40 rpm e aeracdo de 1,1 L/min. Os
ensaios ocorreram a partir de 3 L de meio de cultivo, sendo avaliado o extrato fermentado em
intervalos de 24 h, até que houvesse estabilizacdo da atividade enzimatica. Posteriormente a
biomassa fangica foi quantificada.

A Figura 3 demonstra de forma esquematica o biorreator utilizado neste estudo para a

ampliacdo de escala do processo fermentativo dos biocompostos.
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Figura 3 — Desenho esquemaético do biorreator tipo tanque agitado utilizado nos ensaios de
ampliacdo de escala dos biocompostos.

LEGENDA:

Sensor de pH;
Motor de rotacéo;
Injecdo de ar;
Amostrador;

Pas do rotor;
Chicanas;
Controladorg;

T. koningiopsis.

Paramétros

-

PN~ E

Fonte: Elaborado pela autora.

Para fins comparativos, ao final do processo em biorreator (ampliacdo de escala) as
atividades enzimaticas e a quantificacdo de biomassa fungica foram comparados com os valores

obtidos em pequena escala por Bordin et al. (2018), por meio da Equacéo 1.

Resultadogmpiiacio de escala — Resultadopequena escaia %100

ReSUltadOpequena escala

Equacéo (1)

3.3  QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Verificou-se a presenca de algumas enzimas no extrato fermentado produzido e dentre
uma vasta gama de possiveis enzimas, determinou-se a atividade enzimatica de amilase,

celulase, lipase e peroxidase.

3.3.1 Amilase

Para quantificar a enzima amilase no extrato fermentado seguiu-se a metodologia

adaptada de Fuwa (1954), Pongsawadi e Yagisawa (1987). De forma mais especifica, 0 meio
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reacional foi composto pelo substrato, amido diluido em tampéo acetato pH 5,0 e 100 mM na
proporcdo m:v de 1:100, sendo que, posteriormente 1 mL desta solucdo foi pipetada em tubos
de ensaio conjuntamente com 1 mL do extrato fermentado referente a cada ensaio (para cada
ensaio realizaram-se medidas enzimaticas em triplicata). Como medida de referéncia utilizou-
se 1 mL de 4gua destilada no lugar do extrato fermentado, entdo os tubos de ensaio
permaneceram por 10 minutos em banho termostatico a 38°C. Em seguida a quantificacdo da
amilase ocorreu a partir da metodologia descrita por Miller (1959) que é conhecida como DNS,
acido dinitrossalicilico.

Com a finalidade de quantificar os agucares redutores totais (ART) presentes nas
amostras baseou-se no procedimento com &cido dinitrossalicilico, no qual 0,5 mL da amostra
mais 0,5 mL de DNS foram adicionados em tubos de ensaio e mantidos em banho termostatico
por 10 minutos e condicionados a aproximadamente 100°C. Para cessar a reacdo os tubos de
ensaio foram dispostos em um banho de gelo, entdo adicionou-se 8 mL de tartarato de sodio
para a fixacdo da cor das amostras. Feito isto foi possivel realizar a leitura dos ensaios em
espectrofotdmetro UV-VIS, utilizando um comprimento de onda de 540 nm.

A medida de atividade enzimatica utilizando DNS foi obtida a partir da construcao de
uma curva padrdo (R? = 0,99) com a solucdo preparada, a Equacdo 2 representa como
relacionou-se as leituras de absorbancia (ABS) em espectrofotdmetro com a quantificacdo de

acucares redutores totais (ART) presentes nas amostras.

ABS =0,2672 %[ ]ART

Equacao (2)

3.3.2 Celulase

Para quantificar a enzima celulase no extrato fermentado seguiu-se a metodologia
adaptada de Ghose (1987), entdo pesou-se em tubos de ensaio 50 mg, que se refere
aproximadamente a 7 fragmentos de 1 cm? de papel filtro, o substrato que reporta-se como fonte
de celulose.

Adicionou-se aos tubos de ensaio contendo os fragmentos de papel filtro mais 2 mL de

tampéo acetato 0,2 com pH 5,5 e também acrescentou-se 1 mL do extrato fermentado (para a
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medida de referéncia substituiu-se o extrato por agua destilada), desta forma, os tubos
permaneceram por 1 hora em banho termostatico a 50 °C.
No sentido de quantificar os agucares redutores totais a partir da liberagédo da celulose o

método utilizado foi o descrito por Miller (1959), conforme Equacéo 2.

3.3.3 Lipase

Para quantificar a enzima lipase no extrato fermentado seguiu-se a metodologia
conforme o proposto por Treichel et al. (2016), em que preparou-se uma emulsdo, composta
por 5% (v/v) de goma arabica, 10% (v/v) de 6leo de oliva e tampéo fosfato 100 mM, pH 6,0,
foi uniformizada por um mixer, equipamento que possui pequenas hélices, auxiliando na
mistura total da emulséo, utilizando 9 mL desta emulséo para cada amostra acrescentou-se 1
mL do extrato fermentado. As amostras permaneceram por 32 minutos sob agitacéo de 165 rpm
e 35°C, com o intuito de cessar a reacdo adicionou-se 10 mL de acetona/etanol (1:1, v/v).
Posteriormente titulou-se as amostras até pH 11, adicionando-se hidroxido de sodio (NaOH)
0,050 M, neste caso a medida controle foi composta por 9 mL de emulséo, 10 mL de acetona
etanol (para que ndo ocorresse a reacdo, mesmo adicionado o extrato), e 1 mL do extrato
enzimatico, além da ndo ocorréncia da reacdo no agitador orbital. Para a determinacdo da

atividade lipasica foi utilizada a Equacao 3.

(Ada — Vb) * MNaOH
At =

1
t+Vc * 1000

Equacao (3)
Sendo que:
Aa = média das amostras;
Vb = valor do controle;
MNaOH = molaridade do Hidrdxido de sddio;
t = tempo reacional;

V¢ = volume do extrato utilizado.
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3.3.4 Peroxidase

Para quantificar a enzima peroxidase no extrato fermentado seguiu-se a metodologia
adaptada de Devaiah e Shetty (2009), Khan e Robinson (1994), em tubos de ensaio 0 meio
reacional foi composto por 1,5 mL de tampdo fosfato 5 mM, pH 5,0; 2 mL de &gua destilada;
0,5 mL de guaiacol (1%) e 1 mL de perdxido de hidrogénio (0,08%) e ainda acrescentou-se 1
mL do extrato fermentado, para a medida de referéncia preparou-se o meio reacional da mesma
forma, entretanto substituindo o extrato por &gua destilada. Os tubos contendo o0 meio reacional
permaneceram em banho termostatico a 35°C por 10 minutos.

A transmitancia dos compostos oxidados foi obtida em espectrofotdmetro a 470 nm e a
atividade enzimaética foi estimada por meio da reacdo de oxidacao do substrato a tetraguaiacol
caracterizado pela coloracdo laranja, sendo que a unidade de atividade especifica da enzima
peroxidase é definida como a massa de proteina capaz de causar um aumento da unidade de
absorbancia em 0,001 por minuto (GARDA-BUFFON; BADIALE-FURLONG, 2010).

Os resultados de quantificacdo enzimatica foram expressos em unidades de atividade
enzimatica (U/mL, sendo que U representa a unidade internacional de atividade enzimatica) e
que por definicdo, refletem a quantia de enzima suficiente para catalisar uma reacdo com a
conversdo de 1 umol por minuto de produto nas condicgdes reacionais (CAVALCANTI et al.,
2005; PEREIRA, 2013).

34  QUANTIFICACAO DA BIOMASSA FUNGICA

Finalizadas as fermentacdes em biorreator, os biocompostos produzidos foram filtrados
para que ocorresse a separacao entre o meio de cultivo e a biomassa produzida pelo fungo. Para
tanto, a biomassa fngica retida no papel filtro foi posteriormente quantificada pelo método de
massa do micélio seco por 3 litros de meio de cultura. A quantificacdo da biomassa produzida
pelo T. koningiopsis foi obtida a partir da diferenca entre o peso seco e 0 peso da placa + filtro,

sendo os valores finais demonstrados na unidade de g/L, segundo Gern (2005).
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35  AVALIACAO DO EFEITO COMBINADO DE HERBICIDAS SINTETICOS COM
OS BIOCOMPOSTOS PRODUZIDOS

3.5.1 Sensibilidade do T. koningiopsis a herbicidas sintéticos: disco-difuso

Para avaliar a sensibilidade do fungo T. koningiopsis a presenca de herbicidas utilizou-
se 0 método adaptado de Kirby-Bauer, conhecido tambeém como disco-difuso, que fundamenta-
se na disposicdo de um agente antimicrobiano em um disco de papel filtro que é sobreposto ao
meio de cultivo presente em placas de Petri, e entdo a difusdo do agente antimicrobiano
apresentara a tendéncia em desenvolver um halo de inibicdo de crescimento do microrganismo
(BAUER et al., 1966).

Neste sentido, avaliou-se o desenvolvimento do T. koningiopsis na presenca de trés
herbicidas (Acido diclorofenixiacético (2, 4-D), Glifosato e Glufosinato de Aménio (Finale)),
gentilmente cedidos pelo Laboratério de Manejo Sustentavel dos Sistemas Agricolas, da
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim-RS. Trés dosagens avaliadas dos
respectivos herbicidas estdo dispostas na Tabela 2, além destas, também realizou-se testes com

os herbicidas sem diluicdes.

Tabela 2 — Dosagens para avaliacdo da sensibilidade do T. koningiopsis na presenca de
herbicidas.

1 da Dose 2x Dose
.. Dose recomendada
Herbicida recomendada (mL) recomendada
(mL) (mL)
Acido diclorofenoxiacético
(2.4-D) 0,56 1,12 2,25
Glifosato 0,36 0,72 1,44
Glufosmat_o de Amonio 0.56 112 295
(Finale)

Cada dosagem de herbicida foi diluida com agua destilada em balGes de 25 mL e 5
discos de papel foram mergulhados no herbicida diluido para posterior disposi¢cdo sob 0 meio
de cultivo (Agar Batata Dextrose) previamente inoculado com o respectivo fungo estudado.
Para isso, utilizou-se a cdmara de fluxo laminar, que € um ambiente devidamente higienizado
para realizar o repique do fungo T. koningiopsis nas placas preparadas. As respectivas placas

foram incubadas por 7 dias em temperatura 28°C.
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A Figura 4 apresenta um esquema da disposi¢do dos discos de papel filtro na placa de
Petri para realizacdo do ensaio de sensibilidade do fungo T. koningiopsis frente a diferentes

herbicidas quimicos.

Figura 4 — Esquema da preparacdo das placas de Petri para andlise de sensibilidade do T.
koningiopsis na presenca de diferentes herbicidas

LEGENDA:

Herbicida puro

Alta dosagem

Dosagem do tanque
Baixa dosagem

Controle (sem herbicida)
Meio de cultivo (BDA).

O00Ceee

Fonte: Elaborado pela autora.

Para interpretacdo do teste de sensibilidade o didmetro do halo de inibigdo do
crescimento fungico foi medido a cada 24 horas, durante 7 dias, classificando o microrganismo
T. koningiopsis como sensivel, intermediario ou resistente quando exposto aos trés diferentes

herbicidas testados.

3.5.2 Sensibilidade do T. koningiopsis a herbicidas sintéticos: fermentacdo em
pequena escala

Realizou-se uma fermentacdo em pequena escala com o fungo T. koningiopsis na
presenca dos herbicidas, mantendo a mesma proporcionalidade das doses de herbicidas
utilizadas anteriormente, descritos na Tabela 2. Nesse ensaio avaliou-se, além da biomassa
fangica a producdo de enzimas (amilase, celulase, lipase e peroxidase) na presenca dos
respectivos herbicidas quimicos.

Para isso, a fermentacéo foi realizada com volume final de 150 mL e mantida em um

agitador orbital a 120 rpm, a uma temperatura de 28°C por 7 dias.
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36 AVALIACAO DO BIOHERBICIDA SOBRE AS PLANTAS DANINHAS

Para investigar o efeito bioherbicida dos biocompostos/extratos produzidos com e sem
a presenca de herbicidas sintéticos avaliou-se a sua acéo fitotoxica em plantas daninhas. Esses
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, nas dependéncias da Universidade
Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim/RS em coopera¢do com 0s pesquisadores do
Laboratdrio de Agroecologia.

Aproximadamente 2,5 mL dos biocompostos/extratos produzidos com e sem a presenca
de herbicidas sintéticos foram aplicados na superficie foliar das plantas, com auxilio de pincel
ou borrifador (de acordo com a viscosidade do extrato). Igualmente, um grupo controle foi
estabelecido, o qual ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. Danos foliares foram avaliados
apos 7 e 15 dias de tratamento, considerando as injurias, conforme escala recomendada pela
Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (1995).

Os extratos brutos (contendo fungo e meio fermentado), bem como filtrados (contendo
apenas 0 meio fermentado) foram aplicados em plantas daninhas, onde testou-se a
fitotoxicidade frente as plantas: (i) picdo-preto (Bidens pilosa) e (ii) leiteiro (Euphorbia
heterophylla).

Extratos obtidos na fermentacéo utilizando o fungo estudado na presenca de herbicidas
sintéticos foram igualmente aplicados, entretanto apenas em sua forma bruta, nas seguintes
plantas daninhas: (i) picdo-preto (Bidens pilosa), leiteiro (Euphorbia heterophylla) e (iii) buva
(Conyza bonariensis).

Para fins de controle, utilizou-se um extrato contendo apenas o0 meio de cultivo e o fungo
T. koningiopsis, com a finalidade de avaliar a acdo isolada do fungo sob as plantas daninhas,
sem a interferéncia de metabdlitos secundarios produzidos pelo microrganismo e dos
componentes do meio de cultivo. Apos a fermentacao o controle foi filtrado com &gua destilada
esterilizada em autoclave, com o intuito de reter no filtro de papel apenas o fungo que se
desenvolveu durante a fermentagcdo. A biomassa que permaneceu no filtro foi mantida em

tampéo fosfato pH neutro até a sua aplicacao (Figura 5).
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Figura 5 — Microrganismo Trichoderma koningiopsis armazenado em uma solugédo com tampéo
fosfato pH 7,0 para avaliar sua acéo fangica isolada.

Fonte: Elaborado pela autora.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
41  AMPLIACAO DA ESCALA DO PROCESSO FERMENTATIVO EM BIORREATOR

Com base nos resultados promissores dos testes de aplicacdo dos biocompostos
produzidos em pequena escala estudou-se a ampliacdo de escala do processo fermentativo,
visando sua maximizagéo e viabilidade econdmica e ambiental.

Para isso, avaliou-se 0 processo fermentativo em escala piloto dos ensaios 1 e 2,
quantificando biomassa (ao término do processo) e a quantificacdo enzimatica (amilase,
celulase, peroxidase e lipase) coletando amostras de 24 em 24 horas até que observou-se a
invariabilidade nas atividades enzimaéticas investigadas. A escolha destas enzimas esta
correlacionada com outros estudos na esfera de bioprocessos, principalmente os realizados por
Bordin et al. (2018) e Reichert Junior (2017), pois acredita-se que estas enzimas possuem
relagdo com a potencializac&o do efeito bioherbicida. Além disso, as enzimas escolhidas s&o de
facil quantificacdo, podendo adaptar-se os equipamentos disponiveis no Laboratdrio de
Microbiologia e Bioprocessos para a determinacédo de suas atividades enzimaticas.

Os gréaficos da Figura 6 apresentam respectivamente as quantificacdes enzimaticas
durante os ensaios de fermentacdo 1 e 2, nas quais é possivel perceber que o pico de atividades
enzimaticas se deu em 72 horas, posteriormente as atividades mantiveram-se constantes, sendo

que avaliou-se o processo até 120 horas de fermentacao.
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Figura 6 — Representacdo das atividades enzimaticas dos ensaios 1 (a) e 2 (b) no decorrer do
tempo de fermentacdo em biorreator (as linhas tracejadas foram dispostas para melhor
visualizacdo do processo e 0s pontos representam as amostragens realizadas).
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As biomassas flngicas obtidas para os ensaios 1 e 2 no biorreator foram de 2,85 e 4,0
o/L respectivamente. No que diz respeito as quantificacdes enzimaticas obtiveram-se maiores
producdes no ensaio 1, especificamente em 72 horas de fermentacéo, conforme apresentado no
gréfico (a) da Figura 6.

Na Tabela 3 estdo compilados os dados obtidos a partir da fermentagédo em biorreator
dos ensaios 1 e 2 quando comparados com aqueles apresentados por Bordin et al. (2018) em
pequena escala. No ensaio 1 de ampliacdo de escala as respostas obtidas de biomassa,
peroxidase e lipase apresentaram valores percentuais superiores, respectivamente de 54,05,
1063,41 e 178,26 % ao ensaio realizado em pequena escala, entretanto apresentou reducao nas
atividades de amilase e celulase, ou seja, houve decaimento da producao destas enzimas quando
ampliou-se o processo, mas do ponto de vista econémico, a producdo deste biocomposto €
vantajosa, pois mesmo com o decréscimo, algumas enzimas mantiveram sua atividade, mesmo

com uma menor producdo de biomassa fingica, indicando o seu potencial como bioproduto.

Tabela 3 - Comparacdo entre 0s processos de pequena e grande escala a partir dos valores
obtidos para atividades enziméticas (U/mL) em 72 horas e quantificacdo de biomassa (g/L) ao
final do processo, demonstrando a porcentagem de rendimento com base nas respostas
apresentas.

Ensaio Amilase Celulase Lipase Peroxidase Biomassa
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL) (g/L)
Pequena escala
1 17,25 10,62 3,22 41,00 1,85
2 0,79 0,34 0,41 127,00 9,25
Grande escala
1 2,42 2,01 8,96 477 2,85
2 1,12 0,14 10,10 69 4,00
Incremento ou Reducéo (%0)
1 -85,97 -81,07 178,26 1063,41 54,05
2 41,77 -58,82 2363,41 -45,67 -56,76

Nos resultados do ensaio 2 apresentados no grafico da Figura 6 (b), obteve-se maior
valor de biomassa comparado ao valor do ensaio 1, o que pode estar atrelado a baixa produgéo
enzimatica do ensaio 2, entretanto para amilase e lipase obteve-se resultados de 1,12 e 10,10
U/mL, respectivamente, 0 que representa um aumento de 41,77 e 2363,41% (valores

apresentados na Tabela 3) quando comparados com 0s ensaios em pequena escala.
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Apesar do microrganismo T. koningiopsis ter demonstrado caracteristicas promissoras
durante o processo de ampliacdo de escala, nem todas as variaveis analisadas alcangaram
valores superiores aos obtidos em pequena escala. Algumas enzimas apresentaram reducao,
bem como a producdo de biomassa para o ensaio 2. O decréscimo de algumas enzimas apos as
72 horas de fermentacdo ou a ndo producdo das mesmas pode estar correlacionado com a
producdo de metabdlitos inibidores.

Segundo Stoppacher et al. (2010), Lépez-Bucio, Pelagio-Flores e Herrera-Estrella
(2015), espécies de Trichoderma spp. podem produzir diversos metabolitos secundarios, dentre
eles alcoois, cetonas, alcanos, furanos, &cidos entre outros, que estdo vinculados as condicBes
ambientais de crescimento do fungo, por exemplo a composi¢do do meio de cultivo e podem
inibir a producéo de algumas enzimas.

Cabe salientar que quando se pensa em escalonamento de fermentacdes, a obtencéo do
produto desejado pode estar atrelada aos diferentes reatores em que ocorrem tais fermentagdes.
Em pequena escala, o processo foi realizado em Erlenmeyeres, e a agitacdo foi realizada
mecanicamente. No biorreator de tanque agitado o sistema de mistura resulta em um fluxo
radial que por consequéncia facilita a dispersdo completa de todos 0s componentes presentes
no meio, contudo, as pas do rotor causam uma alta turbuléncia em sua proximidade o que
ocasiona a possibilidade de dano celular e até o rompimento de hifas de fungos filamentosos,
que é o caso do microrganismo utilizado neste estudo (DORAN, 1999; HO; HENDERSON,;
RORRER, 1995; KIERAN, 2001; LECKIE; SCRAGGS; CLIFFE, 1991; MCDONALD;
HUANG, 2009).

No ensaio 2, em que ocorreu uma producdo de biomassa fangica superior (4 g/L) ao
ensaio 1 (2,85 g/L) o fungo T. koningiopsis por ser filamentoso acabou desenvolvendo-se e
expandindo suas hifas em torno das pas do rotor do biorreator o que possivelmente pode ter
prejudicado o metabolismo fungico e comprometendo a producdo de algumas enzimas estudas,
devido ao rompimento de hifas fungicas. A turbuléncia provocada pelas pas do biorreator possui
elevado efeito sob o desenvolvimento flngico, pois afeta a distribuicdo de nutrientes no meio,
transferéncia de oxigénio, e ainda pode desordenar a sintese de produtos e biomassa fungica,
devido a alteracfes morfoldgicas ou fisioldgicas (SOUZA et al., 2015; TINOCO-VALENCIA
etal., 2014).

Na Figura 7 é possivel observar o desenvolvimento do fungo entrelagcado nas pas no

rotor.
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Figura 7 — Desenvolvimento do fungo T. koningiopsis entrelacado nas pas do rotor do biorreator
apos fermentacdo de 120 horas.

Fonte: Laboratério de Microbiologia e Bioprocessos.

4.2  APLICACAO DOS BIOCOMPOSTOS PRODUZIDOS EM BIORREATOR

Com base nos resultados satisfatérios de ampliacdo de escala em biorreator os extratos
fermentados dos ensaios 1 e 2 foram aplicados conforme a metodologia descrita anteriormente,
em plantas daninhas (Euphorbia heterophylla e Bidens pilosa), visando avaliar o seu potencial
de biocontrole, os resultados podem ser verificados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Avaliagdo do efeito da acdo dos biocompostos obtidos em biorreator a partir dos
ensaios 1 e 2 em suas porc¢des filtrada e bruta com porcentagens de dano causado conforme
recomendacéo da Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (1995).

Extrato do  Planta daninha em que ocorreu  Avaliagao de fitotoxicidade (%)

Ensaio biocomposto a aplicacdo . .
7°dia 15°dia
1 Filtrado Euphorbia heterophylla 50 15
1 Bruto Euphorbia heterophylla 80 50
1 Filtrado Bidens pilosa 0 0
1 Bruto Bidens pilosa 1 0
2 Filtrado Euphorbia heterophylla 30 20
2 Bruto Euphorbia heterophylla 50 40
2 Filtrado Bidens pilosa 1 0
2 Bruto Bidens pilosa 2 1

Analisando os resultados apresentados na Tabela 4 verificam-se efeitos fitotoxicos de
até 80% sob a planta E. heterophylla (leiteiro) com trés repeticbes de aplicacdo dos
biocompostos, demostrando-se muito préximo as aplicaces em pequena escala, conforme
Bordin et al. (2018), além disso, 0s extratos brutos evidenciaram-se em compara¢cdo com 0S
extratos filtrados.

O ensaio 1 apresentou maiores producdes enzimaticas e por consequéncia atingiu
valores superiores de fitotoxidade nas plantas avaliadas, isto demonstra que a interacdo do
microrganismo T. koningiopsis e das enzimas produzidas por ele potencializa a sua atuacao
como herbicida natural.

Estudos salientam que Trichoderma spp. utilizam enzimas hidroliticas (tais como
celulase, lipase, amilase) para auxiliar na degradacdo da parede celular da planta alvo,
possibilitando assim, que o microrganismo possa atuar mais fortemente como biocontrolador
(CONTRERAS-CORNEJO et al., 2018; VELAZQUEZ-ROBLEDO et al., 2011). Além do
mais, 0 ensaio 1 apresentou altos valores da producdo de peroxidases, esta enzima induz o

acumulo de peroxido de hidrogénio nas folhas da planta, que consequentemente causa dano
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celular (LOPES et al., 2012; MOEDER et al., 2002), pois as peroxidases sdo consideradas
oxidorredutates, ou seja, enzimas que degradam compostos na presenca de peroxido de
hidrogénio, por isso podem ser as responsaveis pela degradacéo da lignina, que também faz
parte da estrutura celular de plantas (AGUIAR FILHO, 2008; BORDIN et al., 2018; MEDINA
etal., 2017).

Outros estudos também descrevem a relacdo positiva entre a peroxidase e a planta alvo,
em que se observou a acdo de enzimas com potencial antioxidante, tais como peroxidase,
superoxido dismutase e catalase quando aplicadas em plantas e o resultado foi positivo para
dano foliar (MORRA; POPOVA; BOYDSTON, 2018; YU; ZHANG, 2013).

Lopes et al. (2012), também tratam da combinacdo de enzimas com diferentes espécies
do fungo Trichoderma spp., neste estudo segundo os autores 0 mecanismo de interacdo entre
estes dois elementos sinalizam um sinergismo, no qual, as enzimas hidroliticas produzidas pelo
microrganismo atuam degradando a parede celular da planta alvo para que o fungo possa
acessar mais facilmente o desenvolvimento da planta (MEDINA et al., 2017; MONTEIRO et
al., 2010; SEIDL et al., 2009; SILVA et al., 2009). Além disso, considera-se o Trichoderma um
excelente agente de controle bioldgico, pois similarmente ele atua na competicao nutricional da
planta (ALMEIDA et al., 2007; LOPES et al., 2012).

Na Figura 8 € possivel observar os efeitos fitotoxicos dos extratos produzidos em
biorreator quando aplicados nas plantas, tais como, manchas foliares mais escuras, semelhantes

a pequenas necroses.
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Figura 8 — Efeitos da fitotoxicidade observados nas folhas da planta Euphorbia heterophylla
(leiteiro) ap0s 7 dias da aplicacdo do biocomposto produzido em biorreator, referente ao ensaio
1 (circulos em destaque demonstram os danos foliares causados, semelhantes a manchas de
escurecimento).

Fonte: Laboratorio de Agroecologia.

Outro fato interessante sobre a aplicacdo destes extratos € que conforme apresentado na
Tabela 4 os dois extratos produzidos em biorreator, ensaio 1 e 2 em suas formas brutas
apresentaram diminui¢do nos danos foliares quando observadas as aplicacdes de 7 e 15 dias.
Este mesmo fato ocorreu nos estudos de Reichert Junior (2017), segundo o autor o decréscimo
de danos foliares pode estar atrelado a forma de defesa da planta, além disso, indicam que a
ocorréncia do dano é pontual, apresentando um rompimento das células que formam o tecido
vegetal das plantas, o que poderia acabar dificultando a progressdo da a¢do dos biocompostos
aplicados sob a area foliar (AGRIOS, 2004; CHARUDATAN, 1988). Apesar do biocomposto
provocar diferentes danos foliares nas plantas aplicadas, ndo houve a morte de nenhuma das

plantas teste.
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43  AVALIACAO DA COMBINACAO DE HERBICIDAS SINTETICOS E DO
BIOCOMPOSTO PRODUZIDO EM LABORATORIO

A avaliagdo do comportamento do microrganismo T. koningiopsis na presenca de
herbicidas quimicos se deu primeiramente em placas de Petri, a partir do acompanhamento de
seu crescimento em 7 dias. Os diametros da formacdo do halo de inibi¢do dos testes estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Avaliacéo da sensibilidade do T. koningiopsis na presencga de herbicidas, a partir do
diametro (em mm) dos halos de inibicdo formados em 7 dias.

Controle 72 Dose Dose 2x Dose Herbicida
Herbicidas (mm) recomendada recomendada recomendada (mm) Avaliacao*
(mm) (mm) (mm)
2,4-D 0 0 0 1 7,06 Sensivel
Glifosato 0 0 0 0 0 Resistente
Glufosinato de -
0 0 0 2,34 Intermediario

Amonio (Finale)

* Avaliacdo do halo de inibi¢do do crescimento: (a) Sensivel >5 mm; (b) Intermedidrio: < 5 mm; (c) Resistente:
sem formacdo de halo.

E importante salientar que a escolha dos herbicidas se refere a sua ampla recomendag&o
para o controle de plantas infestantes, sendo que algumas espécies ja apresentam resisténcia a
certos herbicidas comercializados (BAJWA; MAHAJAN; CHAUHAN, 2015; DUKE;
POWLES, 2009; GEALY; MITTEN; RUTGER, 2003; GIVENS et al., 2009) para as doses
utilizadas adaptou-se os valores disponiveis nas respectivas bulas contendo as instru¢es do uso
de cada herbicida. As doses recomendadas para os herbicidas testados, foram as seguintes: 2,4-
D e Glufosinato de aménio 0,750 mL e Glifosato 3,50 mL, sendo que as doses referem-se a
diluicdo em 100 mL de agua (BAYER, 2017; MONSANTO, 2011; NORTOX, 2017).

Ap0s os 7 dias de acompanhamento e com o auxilio da Tabela 5 observou-se que o
fungo apresentou baixa inibi¢cdo aos herbicidas quimicos, manifestando inibi¢cdo apenas em
altas concentracfes de dois (2,4-D e Finale) dos trés herbicidas quimicos testados. Com o
resultado destes testes foi possivel constatar que o fungo T. koningiopsis demonstrou resisténcia
e viabilidade de aplicagdo simultanea com os herbicidas quimicos testados, com isso, verifica-
se a possibilidade de reducdo do uso de herbicidas, investindo na agéo conjunta do potencial

biocontrole atribuido ao T. koningiopsis.
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Ainda observando as medidas dos halos de inibicdo (didmetro do halo) percebe-se que
o0 T. koningiopsis apresenta resisténcia relevante aos herbicidas testados, sendo que demonstrou
sensibilidade apenas em doses altas de herbicida, na Figura 9 é possivel visualizar as placas de
Petri utilizadas para os testes da formacgdo do halo de inibicdo, houve placas em que néo se
observou inibicdo, foram completamente cobertas pelos micélios do fungo, ou seja, 0 mesmo

apresentou desenvolvimento expressivo mesmo na presencga de compostos quimicos.

Figura 9 — As fotografias ilustram a formacdo do halo de inibicdo nas maiores doses dos
diferentes herbicidas utilizados neste estudo, Glifosato (a), Acido diclorofenoxiacético (b) e
Glufosinato de aménio (c), ap6és 7 dias de incubacdo (circulos vermelhos destacam o halo
inibitério), sendo que apenas na presenca de altas doses de glifosato (a) ndo houve a formacéo
do halo.

Fonte: Elaborado pela autora.

Segundo Charudatan (1988), o processo de obtengdo de um herbicida natural é
complexo, pois quando comparado com o0 quimico necessita ter um potencial de acdo notével,
ja que serdio poucos 0s microrganismos que apresentardo tal potencial. E importante salientar
que estudos visando a producdo de um bioproduto combinado com herbicida quimico sdo
escassos, ainda ndo se sabe qual é o mecanismo especifico de atuacdo desta combinacéo, por

isto a relevancia deste trabalho.
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No entanto, a partir dos resultados de resisténcia do T. koningiopsis a algumas doses de
herbicidas quimicos pode-se sugerir que o fungo, a partir da inducdo ao contato com estes
herbicidas seja estimulado a degradar mais ativamente os tecidos foliares da planta alvo
(MORENO et al., 2009; SOTO-SUAREZ et al., 2006). Apesar de algumas espécies de
Trichoderma spp. relacionarem-se com estimulo de crescimento de diversas plantas, a
combinacdo de dois agentes de controle (herbicida natural mais o sintético) demonstrou uma
interacdo sinérgica, ja que o fungo manifestou um bom desenvolvimento quando em contato
com herbicidas quimicos, o que pode relacionar-se com sua vantajosa capacidade de autodefesa
e biocontrole (ALIZADEH et al., 2013; NGUYEN et al., 2017).

Os resultados de resisténcia deste estudo indicam que as cepas de T. koningiopsis
apresentam uma boa capacidade de adaptacdo ao meio, além de demonstrarem um feedback
positivo ao uso combinado de herbicidas naturais e sintéticos. Segundo Pickett e Weston (2018)
existem raros herbicidas em comercializacdo que utilizem combinagdo com produtos naturais,
entretanto € uma esfera de analise em expansao.

Sarrocco e Vannacci (2017) tratam em seu estudo sobre a aplicacdo de fungos benéficos
como prevencdo de contaminagdo em colheitas, entre eles Trichoderma spp. representa um
componente predominante em alguns herbicidas comercializados (WHIPPS; LUMSDEN,
2001), para Verma et al. (2007) e You et al. (2016) cerca de 60% de biofungidas ja registrados
utilizam espécies de Trichoderma spp., caracterizando este fungo como adequado para o

biocontrole, ja que sdo resistentes a herbicidas sintéticos (DOVERI et al., 2010, 2012).

44  APLICACAO EM PLANTAS DANINHAS COMBINANDO HERBICIDAS
SINTETICOS E BIOLOGICOS

Com os resultados promissores e baixa inibicdo do T. koningiopsis aos herbicidas
testados realizou-se uma fermentagcdo em pequena escala nas mesmas condigdes ja utilizadas
anteriormente, porém adicionando ao meio de cultivo as distintas dosagens de herbicida visando
avaliar o desenvolvimento do microrganismo na presenca destes quimicos quando em processo

de fermentacéo.
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Realizou-se a aplicacdo destes novos produtos em plantas daninhas, com o intuito de
avaliar a acdo conjunta dos herbicidas, bioldgico e sintético, investigando a possibilidade de
reducao do uso de herbicidas quimicos. Realizou-se também a aplicacdo de um extrato controle,
contendo apenas o microrganismo em tampao fosfato pH neutro, com a finalidade de retirar os
sais do meio de cultivo e metabolitos produzidos pelo fungo para que seja possivel avaliar a sua
acao isolada de provaveis interferentes. Estes resultados de aplicacéo estdo dispostos na Tabela
6, sendo que além das plantas daninhas E. heterophylla e B. pilosa também ocorreu a aplicacao
na Conyza bonariensis, popularmente conhecida como buva, planta daninha de dificil controle,
devido a sua resisténcia a alguns herbicidas quimicos (SCOTT; YEOH; MICHAEL, 2016).
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Tabela 6 — Avaliacdo do efeito da acdo dos biocompostos combinados com diferentes concentrag@es de herbicidas quimicos em suas porcoes brutas
e um extrato controle com porcentagens de dano foliar causado conforme recomendacao da Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas
(1995).

Biocomposto Avaliacao de fitotoxicidade (%0)

Heer;cida Dose do herbicida Bidens pilosa Conyza bonariensis Euphorbia heterophylla

7° dia 15° dia 7° dia 15°dia 7° dia 15° dia
Controle S* 50 90 5 0 100 100
2,4-D 2X 100 100 100 100 100 100
2,4-D Recomendada 100 100 100 100 100 100
2,4-D Y, 100 100 100 100 100 100
Glifosato 2X 50 100 60 100 95 100
Glifosato Recomendada 100 100 100 100 100 100
Glifosato Y 90 100 100 100 100 100
Finale 2X 100 100 100 100 100 100
Finale Recomendada 100 100 100 100 100 100
Finale Ya 100 100 100 100 100 100

S* = Sem adicdo de herbicidas quimicos, 2x = 2 vezes a dose recomendada e % = Metade da dose recomendada.
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Na Tabela 6 percebe-se com clareza que a interagdo entre os herbicidas sintéticos e o
fungo Trichoderma koningiopsis foi positiva, potencializando a a¢do do biocomposto, ja que
causou a morte das plantas alvo em que ocorreram os testes de aplicacao.

O tratamento controle, contendo apenas a biomassa fungica demonstrou-se efetivo
quando aplicado nas plantas Bidens pilosa e Euphorbia heterophylla, entretanto a planta
Conyza bonariensis demonstrou resisténcia ao efeito isolado do microrganismo testado. Um
fato interessante sobre a aplicacdo combinada de herbicidas quimicos e do bioherbicida
produzido em laboratério é que diferentemente dos outros ensaios de aplicacdo, neste
combinado as repeticdes de aplicacdo puderam ser reduzidas, sendo que com apenas uma
repeticdo obteve-se um resultado significativo, isto pode indicar que houve fortalecimento da
acdo do biocomposto.

Nos testes com a planta daninha Conyza bonariensis quando aplicou-se o extrato
controle, ou seja, contendo apenas o fungo Trichoderma koningiospis a fitotoxicidade avaliada
em 15 dias reduziu quando comparada com a de 7 dias, além desta planta apresentar uma forte
resisténcia ao biocontrole, como relatado em estudos conduzidos por Scott, Yeoh e Michael
(2016). Este fato pode estar atrelado também a habilidade de algumas espécies deste fungo
estimular o desenvolvimento de plantas (BAE et al.,, 2016; HERMOSA et al., 2000;
SCHUBERT,; FINK; SCHWARZE, 2008). Bae et al. (2016) relaciona este acontecimento a
predisposicdo de espécies de Trichoderma a competir por substrato com diversos patdgenos,
além disto, demonstra que a morfologia e fisiologia das plantas alvo interferem no efeito dos
biocompostos aplicados, que também podem sofrer influéncia do ambiente a que estdo
submetidos (BRUCE, 2014; BRUCE et al., 2017).

Outro fato que pode ser observado na Tabela 6 € que o extrato contendo baixa dose de
glifosato foi mais eficiente do que o extrato contendo alta dose, pois verifica-se que na
avaliacdo de fitotoxicidade dos 7 dias posteriores a aplicacao, que o dano causado pelo extrato
com menor dose de glifosato foi superior nas trés plantas testadas quando comparado com a
maior dose. Esta ocorréncia pode estar associada a interagdo do fungo conjuntamente com
herbicida quimico (sinergismo). Dependendo da dose de produto quimico utilizada pode
resultar na difusdo livre do quimico através da celula microbiana, devido a pressao realizada
no meio, acarretando em inibicdo (BODDY, 2000; BRUNO, SPARAPANO, 2006).
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Na Figura 10 pode-se verificar os danos causados pela aplicagdo dos biocompostos

fermentados na presenca dos herbicidas testados.

Figura 10 — Efeitos da fitotoxicidade observado nas plantas daninhas (Bidens pilosa, Conyza
bonariensis e Euphorbia heterophylla) em 7 (a) e 15 (b) dias apds a aplicacdo do biocomposto
produzido conjuntamente com o herbicida glifosato em baixa dose, bem como as amostras
controle (c).

Euphorbia heterophylla |
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Fonte: Laboratério de Agroecologia.

Na Figura 10 escolheu-se os resultados de %2 da dose do herbicida glifosato como forma
de ilustracdo, sendo a linha tracejada indica o local onde ocorreu a aplicacio deste ensaio. E
possivel visualizar que a aplicacdo causou a morte das trés plantas daninhas testadas, ja em 7
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dias apos a aplicagcdo do composto, apontando que para a finalidade de controle destas plantas
uma aplicacéo apenas seria necessaria, acelerando assim o periodo de ac¢éo deste composto.
Uma consideracdo interessante diz respeito a producdo de enzimas como um
mecanismo de protecdo a essa situacdo de estresse devido a presenca de herbicidas sintéticos
no meio. Neste caso, segundo Bruno e Sparapano (2006), os metabolitos secundarios
desenvolvidos por fungos apresentam relagdo com sua resisténcia quando expostos a condi¢oes
extremas de cultivo, além disso, esses metabolitos interferem também no crescimento micelial
do fungo. Apds a fermentagdo quantificou-se as mesmas enzimas (amilase, celulase, lipase e
peroxidase) que foram estudas para a formulacdo dos biocompostos em biorreator, bem como
a biomassa fungica obtida em cada ensaio. Os resultados da fermentacdo na presenca dos

herbicidas testados em suas diferentes doses estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Quantificacdo enzimatica e de biomassa flngica apds a produgao de biocompostos
na presenca dos herbicidas Glifosato, Acido diclorofenoxiacético e Glufosinato de amonio em
distintas doses (recomendada, 2x a dose recomendada e % da dose recomendada).

Ensaio Dos<.e glo Amilase  Celulase Lipase Peroxidase  Biomassa
herbicida (U/mL) (U/mL)  (U/mL) (U/mL) (g/L)
2,4-D 2X 0,84 3,10 2,08 0 4,24
2,4-D Recomendada 2,47 2,89 1,56 38 4,87
2,4-D Y 0,51 2,83 1,56 84 3,29
Glifosato 2X 3,47 3,05 6,77 27 2,89
Glifosato Recomendada 0,17 0,04 0 32 6,07
Glifosato Yo 0,86 3,45 0 38 3,53
Finale 2X 3,09 2,83 3,64 37 g
Finale Recomendada 2,88 2,98 0,62 69 3,38
Finale Yo 1,78 3,30 1,04 97 3,29

Convém salientar que se descontou as absorbancias de cada herbicida para obter o valor

real de atividades enzimaticas, pois os herbicidas apresentam coloracdes, assim como foi

realizado com a quantificacdo de biomassa, também descontou-se o peso de cada dosagem

utilizada. Observando a Tabela 7 percebe-se que no ensaio contendo a dose recomendada de

glifosato obteve-se a maior biomassa dentre todos os ensaios realizados, além disso para este

mesmo herbicida, na dose mais baixa obteve-se uma biomassa superior a observada no ensaio

com o dobro da dose do glifosato, o que possivelmente esta relacionado com o dano foliar do

ensaio de aplicacdo do extrato contendo a metade da dose de glifosato ter sido mais eficiente

do que o contendo o dobro da dose. Essas diferencas de biomassa podem ser observadas na

Figura 11, na qual demonstra o desenvolvimento do fungo Trichoderma koningiopsis na

presenca das diferentes doses de Glifosato, bem como a influéncia dos distintos ambientes
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(doses dos herbicidas testados) de cultivo na sua esporulacdo (MEDINA et al., 2017) e ainda
considerando que o T. koningiopsis € um fungo filamentoso suas hifas durante o crescimento
podem interagir de inmeras formas com o substrato disponivel (RANGEL et al., 2018).

Segundo Chandramohan et al. (2002) é muito improvavel encontrar um microrganismo
no ambiente para a producdo de bioherbicidas que controle diversas plantas daninhas
conjuntamente, o que se faz necessario nestes casos é a combinacéo de mais de um método de
controle, que pode ser mais eficaz quando tem-se um microrganismo de atuacao especifica,
essa estratégia € vantajosa quando presume-se que no sinergismo entre dois compostos um
deles podera falhar, principalmente em condi¢des ambientais adversas, neste caso 0 outro
assume a gestdo da planta alvo.

Estudos demonstram igualmente a gestdo combinando mais de um método de controle,
encontram-se alguns estudos na literatura sobre a combinacdo de herbicidas sintéticos e
biolégicos (ALTMAN; NEATE; ROVIRA, 1990; CHRISTY et al.,, 1993; GREAVES;
SARGENT, 1986; HALLETT, 2005; HOAGLANG, 1996; LEVESQUE; RAHE, 1992),
pesquisas que buscaram entender o mecanismo de acdo desta interacdo, apresentam a hipotese
de que a atuacdo do herbicida sintético predispde a parede celular da planta alvo para que o
microrganismo possa acessar facilmente o seu interior e causar danos mais intensos a planta
(HALLETT, 2005; LEGER; HALLETT; WATSON, 2001; SHARON; AMSELLEM;
GRESSEL, 1992; SMITH; HALLETT, 2003; WYMORE; WATSON; GOTLIEB, 1987).
Entretanto segundo Hallett (2005), Lévesquere, Rahe (1992), Sharon, Amsellem e Gressel
(1992) certas doses de glifosato podem agir negativamente, impedindo o desenvolvimento do

microrganismo teste.
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Figura 11 — As fotografias ilustram o desenvolvimento do Trichoderma koningiopsis apés a
fermentacao na presenca das diferentes doses de glifosato testadas neste estudo, Glifosato na
dose recomendada (a), Glifosato com metade da dose recomendada (b) e Glifosato com 2x a
dose recomendada (c).
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Fonte: Laboratdrio de Microbiologia e Bioprocessos.

Além disso, existem algumas enzimas envolvidas no processo de biossintese das
plantas, que podem ser responsaveis por transportes de nutrientes importantes para a célula, o

que pode-se relacionar a esse fato séo as observacées de Sun et al. (2018), em que a combinagao
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de herbicidas sintéticos com fungos inibiram o crescimento fangico alterando de forma
expressiva as enzimas que tratam do equilibrio osmotico dentro das células da planta alvo.

Neste trabalho foram avaliadas apenas algumas enzimas, mas estudos recentes trazem
dados de uma vasta gama de enzimas produzidas por espécies de Trichoderma spp. que estdo
relacionadas com seus mecanismos de micoparasitismo por auxiliarem em processos de
degradacdo celular, dentre elas estdo: endochitinases, f-1,3-glucanases, proteases, chitinases,
entre outras (HARMAN et al., 2004; GERALDINE et al., 2013; LOPES et al., 2012; VOS et
al., 2015; YOU et al., 2016). Segundo Green et al. (2008) e Tao et al. (2017) o glifosato pode
ser convertido a moléculas menos toxicas por meio de uma enzima, a glifosato oxidoredutase
que outros autores utilizaram para clonar genes resistentes, com o objetivo de induzir uma
resisténcia adicional a estes microrganismos, para que pudessem ser aplicados seletivamente
em culturas que apresentavam resisténcia ao glifosato (BARRY et al., 1992). Além disto, existe
a perspectiva de formular produtos com a finalidade de biocontrole adicionando a eles cepas
com potencial herbicida, na condicdo de suplementar todo o processo (ABBAS; BOYETTE;
HOAGLAND, 1995; DUKE et al., 2001; GRONWALD et al., 2002; HALLETT, 2005; VEY
etal., 2001).

Schnick e Boland (2004) realizaram estudos integrando o herbicida 2,4-D com um
fungo e também obtiveram resultados positivos, sendo que houve o aumento de area foliar
danificada, ou seja, a combinacdo dos dois elementos causou um melhoramento na eficacia do
produto aplicado. Além do fungo Trichoderma koningiopisis apresentar potencial como
herbicida natural, o seu metabolismo pode atuar associadamente a sua capacidade de
biorremediar solos contaminados (ADAMS; DE-LIJ, 2007; JALALI; ZAFARI; SALARI,
2017; SHORESH; HARMAN; MASTOURI, 2010), esse fato demonstra o0 quéo relevante ¢ a
aplicacdo deste fungo na area ambiental.

Nishida et al. (2011), Radhakrishnan, Algarawi e Abd_Allah (2018) constataram que a
acdo bioherbicida causa transformacOes anatomicas nas folhas da planta, além de
possivelmente destruir as mitocdndrias presentes nas células foliares, dessa forma, a divisdo
celular é afetada negativamente, podendo resultar na morte da planta (BESSIRE et al., 2007,
YOSHIMURA et al., 2011).

Bordin et al. (2018) em seu estudo realizou testes de toxicidade aguda com dois extratos

de biocompostos produzidos a partir do fungo Trichoderma koningiopsis, os resultados obtidos
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demostraram que toxicidade aguda dos biocompostos foi inferior quando comparada com
alguns herbicidas encontrados no mercado, dentre eles glifosato e atrazina.

Embora a producéo de bioherbicidas para controle de plantas daninhas seja um ramo
que apresenta inUmeras vantagens e potenciais principalmente se adaptado para sistemas
considerados agro sustentaveis, ainda existem algumas restricbes no que diz respeito a
concretizar o uso destes bioprodutos. Dentre essas limitacdes podem-se citar efeitos da
temperatura, umidade, especificidade, resisténcia, periodo e técnicas de aplicacéo e o processo
de isolamento de cepas de microrganismo com potencial para a¢do bioherbicida. Além disso,
a industria de herbicidas sintéticos ainda domina o setor, devido ao insuficiente incentivo de
financiamentos para pesquisas nesta area (BAJWA; MAHAJAN; CHAUHAN, 2015;
CHARUDATAN; DINOOR, 2000; GHOSHEH, 2005; HALLETT, 2005).
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5. CONCLUSAO E SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DA PESQUISA

O estudo de ampliacdo de escala é importante quando se tem a intencdo de
comercializar qualquer tipo de produto, neste estudo encontrou-se um método adequado de
viabilizar a sua producdo em grande escala.

O fungo Trichoderma koningiopsis demostrou-se como um agente promissor de
biocontrole devido a sua capacidade de produzir enzimas que conjuntamente com o agente
biocontrolador incrementaram a sua acao fitotoxica sob as plantas alvo. Além de apresentar
resisténcia ao uso combinado com herbicidas em doses moderadas, o que manifesta 0 seu
potencial como agente microbiano e traz um interessante estimulo para investir no
desenvolvimento de abordagens alternativas e ambientalmente adequadas para uma producao
sustentavel de alimentos, visando a reducéo do uso de herbicidas sintéticos que causam sérios
problemas ambientais e empregar gradativamente a aplicacdo combinada destes bioprodutos.

Os biocompostos produzidos neste estudo apresentaram uma acdo especifica, em que
plantas mais suscetiveis ao ataque do agente biocontrolador acabaram desenvolvendo danos
mais intensos, desta forma, pode-se considerar o uso de bioherbicidas para 0 manejo de plantas
daninhas como uma estratégia complementar e ndo isolada.

Assim sendo, a técnica combinada de herbicida bioldgico + enzimas + herbicidas
sintéticos mostra-se viavel, potencializando o produto final, porém em estagio inicial, ou seja,
ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados de como ocorrem estas interagdes.

Para o cenario futuro da producéo de bioherbicidas, a biotecnologia apresenta a funcédo
de integrar o manejo de plantas daninhas a partir da formulacéo, aumento de escala e aplicacédo
destes bioprodutos, assim recomenda-se como trabalhos futuros:

e Testar a producdo de biocompostos em outros tipos de biorreator, tais como, o air lift,
no qual a agitacdo € realizada pela injecdo de bolhas de ar, assim as hifas de fungos
filamentosos ndo iriam romper e o fungo poderd se desenvolver mais livremente no
biorreator;

e Otimizar a producdo de biocompostos em biorreator, investigando por meio de uma
série de analises estatisticas, parametros como agitagdo e quantidade de ar disponibilizada

para o desenvolvimento do microrganismo;
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e Melhoramento a partir de engenharia genética ou molecular das cepas de
microrganismos isolados, para que possam suportar as condi¢des ambientais adversas de
aplicacdo a campo;

e Avaliacdo bioquimica da interacdo entre herbicida bioldgico e o quimico, com as
enzimas e metabdlitos secundarios produzidos durante o processo;

e Quantificacdo da producdo de outras possiveis enzimas que atuam no processo de
fortalecimento do bioproduto seria uma busca interessante, partindo do pressuposto que o
microrganismo utilizado apresenta potencial para tal;

e Investigacdo da utilizacdo de consorcios microbianos como forma de biocontrole, que
poderdo ser adaptaveis para o tipo de aplicacdo necessaria, bem como para sua conservacao
por um maior tempo, mantendo suas caracteristicas bioherbicidas;

e Avaliagdo genotdxica e citotoxica dos bioherbicidas aqui produzidos frente a células
vegetais e humanas, com o intuito de estudar o potencial negativo a satde ambiental.

Por fim, a combinacdo de herbicidas biologicos e sintéticos demostrou-se uma
abordagem promissora e potencial para ser explorada no ambito ambiental, agronémico, bem
como de seguranca alimentar, visando aprimoramento da sustentabilidade ambiental. As
enzimas envolvidas no processo demonstraram ter efeito para degradar substratos presentes na
planta alvo proporcionando assim um maior contato do fungo com a planta e consequentemente

uma potencializacao deste biocomposto.
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