UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS ERECHIM/RS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
AMBIENTAL
CURSO DE MESTRADO EM CIENCIA E TECNOLOGIA AMBIENTAL

ALESSANDRO ULRICH

AVALIACAO DO POTENCIAL BIO-HERBICIDA DO FUNGO Trichoderma

koningiopsis

ERECHIM
2021



ALESSANDRO ULRICH

AVALIACAO DO POTENCIAL BIO-HERBICIDA DO FUNGO Trichoderma

koningiopsis

Dissertacdo de mestrado, apresentado para o
Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental da Universidade Federal
da Fronteira Sul, Campus Erechim/RS, como
requisito parcial para obtengcdo do titulo de
Mestre em Ciéncia e Tecnologia Ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Altemir Jose Mossi
Coorientadora: Dr.2 Caroline Miller

ERECHIM
2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL

ERS 135, Km 72, n°® 200
Cep: 99.700-970

Erechim - RS
Brasil

Bibliotecas da Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS

Ulrich, Alessandro
AVALIACAO DO POTENCIAL BIO-HERBICIDA DO FUNGO
Trichoderma koningiopsis / Alessandro Ulrich. -- 2021.
102 f.

Orientador: Doutor Altemir José Mossi

Co-orientadora: Doutora Caroline Miiller

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal da
Fronteira Sul, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental, Erechim, RS, 2021.

1. Bio-herbicida. 2. Avaliacdo enziméatica. 3.
Controle de ©plantas daninhas. 4. Associacdo com
herbicidas inibidores de EPSPs. I. Mossi, Altemir José,
orient. II. Miller, Caroline, co-orient. IIT.
Universidade Federal da Fronteira Sul. IV. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geracao Automatica de Ficha de Identificagdo da Obra pela UFFS

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




Foto da ata de Defesa de Dissertacao

o

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS ERECHIM
COORDENA CAO ACADEMICA
COORDENA CA O ADJUNTA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
SECRETARIA DE POS GRADUACAO
ERS 135 — Km 72, n°® 200, Caixa Postal 764, Erechim-RS, CEP 99700-970, 54 3321 7099
sec.posgrad.er@uffs.edu.br, www.uffs.edu.br

Ata de Defesa de Dissertacao 006/PPGCTA-2021

Ao oito dias do més de mar¢o de dois mil e vinte e um, as dezesseis horas e trinta
minutos, na UFFS Campus Erechim, reuniu-se, para defesa da dissertagdo
apresentada por Alessandro Ulrich, do Programa de Po6s-Graduacao, Stricto
Sensu, em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, intitulada: “Avaliacado do potencial
bioherbicida do fungo TZrichoderma koningiopsis”, a Banca Examinadora,
composta pelos professores: Prof. Dr. Altemir José Mossi (Orientador/presidente —
UFFS), Prof* Dra. Caroline Muller (Coorientadora — UFFS), Prof. Dr. Marcio Antonio
Mazutti (Membro titular externo — UFSM), Prof. Dr. Rogério Luis Cansian (Membro
titular externo — URI), todos participaram por videoconferéncia, seguindo
orientagdes da Portaria N° 303/GR/UFFS/2020. O professor
Orientador/Presidente deu por aberta a sessdo e logo a seguir passou a palavra ao
mestrando, para que, em até trinta minutos, expusesse seu trabalho. Terminada a
exposi¢ao, passou-se a arguicdo da Banca Examinadora. A seguir, a sessao foi
suspensa e os examinadores decidiram por ( X ) aprovar ( ) reprovar o trabalho.
Observagdes: Realizar as alteragdes conforme recomendado pela banca e
sugestdes que estdo no boneco da dissertagao entregue ao discente.

A banca orienta que no prazo de 45 dias seja entregue a versao final do trabalho
de dissertagdo a Secretaria de Poés-Graduagdo. Nestes termos, esta ata segue
assinada pelos Membros da Banca Examinadora e pelo mestrando.

Erechim/RS, 08 de margo de 2021.

Alessandro Ulrich /|

Prof. Dr. Altemir José Mossi ]
4//(”") ﬂﬂd-ul
/

Prof* Dra. Caroline Muller C) ene, Ul
Prof. Dr. Marcio Antonio Mazutti %ZW
Prof. Dr. Rogério Luis Cansian /c, o

o O 2 |




AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus e em segundo a Santa Terezinha, por terem estado sempre ao
meu lado, me iluminando e mostrando 0 melhor caminho a ser seguido nesta dificil e longa
jornada.

A Universidade Federal da Fronteira Sul, instituicio na qual realizei o curso de
Agronomia e o respectivo mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, ambos de excelente
qualidade.

Agradeco meus Orientadores: Prof. Dr. Altemir Jose Mossi e Dr?. Caroline Miiller,
que durante o periodo do curso ndo mediram esforcos para auxiliar no que for preciso para
obter uma 6tima formacéo.

Aos demais professores do PPG, que repassaram uma enorme bagagem de
informacdo, experiéncias profissionais, ensinamentos esses que vou levar para vida toda,
pessoas que além de professores, hoje sdo grandes amigos.

Aos meus colegas, em especial o Lindomar Alberto Lerin, Aline Frumi Camargo e
Thamarys Scapini, que sempre auxiliaram nos trabalhos desenvolvidos e que contribuiram
muito ao aprendizado obtido no decorrer desse periodo.

Aos grupos de pesquisa dos laboratorios de Agroecologia, de Microbiologia e
Bioprocessos (LAMIBI), e de Manejo Sustentavel dos Sistemas Agricolas (MASSA) da
UFFS, liderados pelo Prof. Dr. Altemir Jose Mossi, Prof. Dr? Helen Treichel, e Prof. Dr.
Leandro Galon, todas as pessoas que compdem esses grupos foram indispensaveis na
execucdo das pesquisas e demais atividades desenvolvidas durante esse periodo sendo elas,
bolsistas, voluntarios, técnicos e professores, que levarei sempre como exemplos de
profissionais e amigos, em nome da ciéncia.

A minha mée Almiraci Pogorzelski e irma Edizandra Ulrich Baruffi pela educacéo
que me foi dada, pelo amor incondicional, pelo incentivo e dedicacdo em todos 0s momentos
e sacrificios feitos para que eu pudesse chegar a conclusdo de mais uma etapa.

E por fim, a todos que de alguma maneira me acompanharam e contribuiram na

realizacdo deste trabalho.

MUITO OBRIGADO!



“O que sabemos € uma gota; 0 que ignoramos

¢ um oceano.”

Isaac Newton



RESUMO GERAL

Os bio-herbicidas destacam-se pelo potencial controle de plantas daninhas com
menor impacto ambiental, 0 que os torna importantes substituintes de agrotdxicos na
producdo agricola. O objetivo desse trabalho foi estudar o efeito bio-herbicida do fungo
Trichoderma koningiopsis sobre as caracteristicas enzimaticas, morfologicas e fitotdxicas
em plantas cultivadas em casa de vegetagdo, bem como a sua interacdo com herbicidas
sintéticos. Os ensaios foram conduzidos no laboratorio e casa de vegetacdo vinculada ao
laboratdrio de Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim/RS,
entre os anos de 2019 e 2020. Os ensaios foram conduzidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Inicialmente o fungo T. koningiopsis foi avaliado quanto a
exposicdo a diferentes concentracGes de herbicidas sintéticos, pelo método disco-difuso.
Posteriormente, foi quantificada a biomassa fungica e feita a analise enzimatica para enzimas
de amilase, celulase, lipase e peroxidase no bio-herbicida em meio otimizado produzido a
base do fungo. O bioproduto foi avaliado em planta bioindicadora, pepino (Cucumis sativus)
e em plantas daninhas e culturas verdo (leiteiro, papua e soja). Foram testados os efeitos do
bio-herbicida com interacéo de trés formulacGes de herbicidas comerciais com mecanismo
de acdo de EPSPs (sal de amonio, sal isopropilamina e sal potassico), na avaliacao dos efeitos
sobre plantas foram avaliasdas caracteristicas visuais, morfoldgicas e fisioldgicas. O fungo
T. koningiopsis demonstrou ser resistente as doses recomendadas ou inferiores, quando
exposto aos herbicidas sintéticos de Poquer (Cleotodin), Accent, Clorimuron (Classic),
Glifosato (Shadow, Roundup Original, R. WG e Zapp Qi®), 2,4-D (DMA), Glufosinato de
amonio (Finale), Gramoxone (Paraquate), Sulfotrazone (Boral® 500 SC), Fomesafen
(Flex®), Saflufenaciz (Heat) e Atrazina + Simazina (Primatop® SC). Efeitos do bio-
herbicida sobre as plantas de pepino demosntrou eficiéncia do extrato quando aplicado com
presenca da biomassa fungica causando a morte de até 80% das plantas, quando associado a
Glifosato (Zapp Qi® 620) o controle foi de 100%, e ainda o bioproduto demonstrou-se
biologicamente seguro pelo teste de fugacidade em minhocas para avaliar sua ecotoxicidade.
Ocorreu efeitos sinérgicos sobre a interacdo do fungo combinado com os produtos
comerciais Glifosato (Roundup Original, Roundup WG e Zapp Qi®), que ocasionou, apds
16 dias, danos irreversiveis as plantas daninhas do leiteiro e papud, com a morte total das
plantas nas doses acima de 70% dos herbicidas sintéticos associados ao bio-herbicida. Nado
houve efeitos fitotoxicos prejudiciais a cultura da soja. O desenvolvimento de novas
alternativas de controle de pragas é essencial para a manutencao dos rendimentos agricolas
e reducdo dos efeitos negativos dos residuos de pesticidas ao meio ambiente.

Palavras-chave: Bio-herbicida. Trichoderma koningiopsis. Disco-Difuso. Avaliacdo
enzimatica. Controle de plantas daninhas.



ABSTRACT

The use of bioherbicides stands out for the great potential in the control of weed
plantas with low residual capacity, which makes them important substitutes for pesticides in
agricultural production. The objective of this work was to study the fungus Trichoderma
koningiopsis on its bioherbicide effects nthe physiological, biochemical and morphological
characteristics of weeds and grown ingreenhouse, as wellas its interaction withsynthetic
herbicides. The tests were conducted in the laboratory and greenhouse linked to the
Agroecology laboratory of the Federal University of Fronteira Sul, Campus Erechim/RS,
between 2019 and 2020. The trials were conducted in a completely randomized experimental
design. Initially the fungus T. koningiopsis was evaluated for exposure to different
concentrations of synthetic herbicides, by the disc-diffuse method; Subsequently, fungal
biomass was quantified and enzymatic analysis was performed for enzymes of amylase,
cellulase, lipase and peroxidase n the bioherbicide in optimized medium produced at the base
of the fungus; The bioproduct was sprayed with manual spray in the bioindicator plant of
the cucumber; Andin weedsand winter crops(ryegrass, turnip and wheat) and summer (dairy,
papud and soybean),the effects of bioherbicide were tested with interaction of three
commercial herbicide formulations with mechanism of actionof EPSPs (salof ammonium,
sal isopropylamine and salpotassium), in the evaluation of the effects on plants were
evaluated visual, morphological and physiological characteristics. The fungus T.
koningiopsis has been shown to be resistant to the recommended or lower doses when
exposed to the synthetic herbicides of Poquer (Cleotodin), Accent, Clorimuron (Classic),
Glifosato (Shadow, R. Original, R. WG, Zapp Qi®), 2,4-D (DMA), Glufosinato de amonio
(Finale), Gramoxone (Paraquate), Sulfotrazone (Boral® 500 SC), Fomesafen (Flex®),
Saflufenaciz (Heat) and Atrazina + Simazina (Primatop® SC). Effects of bioherbicide on
cucumber plants showed efficiency of the extract when applied with the presence of fungal
biomass causing the death of up to 80% of the plants, when associated with Zapp Qi® the
control was 100%, and the bioproduct was biologically safe by the worm escape test to
evaluate its ecotoxicity. The synergistic effects on the interactionof the fungus combined
with the commercial products Glyphosate (Roundup Original, Roundup WG and Zapp Qi®),
which caused, after 16 days, irreversibledamage to dairy and papud weeds, with the total
death of plants at doses above 70% of synthetic herbicides associated with bioherbicide.
There were no harmful phytotoxic effects on soybean crop. The development of newpest
control alternatives is essential for maintaining agricultural yields and reducing the negative
effects of pesticide residues on the environment.

Keywords: Bioherbicide. Trichoderma Koningiopsis. Disk-Diffuse. Enzymatic evaluation.
Weed control.
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INTRODUCAO GERAL

Até meados da Segunda Guerra Mundial, para 0 manejo de plantas daninhas,
utilizava-se principalmente o controle mecanico, rotacdo de culturas e selecdo de sementes,
0 que demandava intenso trabalho com resultado muito variavel (SCHROEDER, 1992). A
partir dos anos de 1960, com a Revolucdo Verde, houve um avanco na agricultura
contemporanea ao se basear principalmente na selecdo de variedades de maior rendimento,
uso de fertilizantes quimicos e intenso uso de agrotoxicos para o controle de patdgenos,
insetos e plantas daninhas (MAZOYER & ROUDART, 2008).

Quando comparadas com as técnicas da agricultura convencional, a utilizacéo de bio-
herbicidas consiste em ser uma pratica relativamente nova. Os primeiros estudos ocorreram
em 1971 com a utilizacdo do fungo Puccinia chondrillina para o controle de Chondrilla
juncea (BARTON, 2004; KLAIC et al., 2015). Atualmente 57 produtos de biocontrole ja
estdo registrados como métodos de controle de pragas na plataforma brasileira do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, mas nenhum bio-herbicida até o presente
momento (AGROFIT, 2020).

O controle bioldgico pode ser oriundo da utilizacdo de microrganismos
fitopatogénicos, no caso dos fungos existe uma serie de enzimas e compostos quimicos que
podem ser fitotoxicos e patogénico (toxicos para plantas e causadores de doencas) ou até
mesmo o proprio microrganismo pode agir como parasita na planta, assim apresentando o
seu potencial bio-herbicida (BAILEY et al., 2011; CHARUDATTAN & DINOOR, 2000;
KLAIC et al., 2015).

Os fungos do género Trichoderma, sdo habitantes naturais do solo e encontrados em
todos os ecossistemas; colonizam raizes, folhas e tem a capacidade de empregar mais de um
mecanismo de acdo para exercer o biocontrole de doencas, antagonistas desse género
(BETTIOL & GHINI, 1995; HARMAN et al. 2004; ROSA & HERRERA, 2009; VITERBO
& HORWITZ, 2010, CONSOLO et al. 2012). O Trichoderma koningiopsis utiliza
basicamente quatro mecanismos de acdo no biocontrole, sendo eles antibiose,
micoparasitismo, competicdo e indugdo de resisténcia, como mecanismos de defesa da planta
(VAN DRIESCHE & BELLOWS, 1996).

Ortiz-Ribbing e Williams (2006) observaram que suspensdes conidiais dos fungos
Phomopsis amaranthicola e Microsphaeropsis amaranthi promoveram sintomas severos de
infeccdo, redugé@o no crescimento e mortalidade entre 80 e 100% de plantas daninhas do

género Amaranthus. O fungo Phoma macrostoma ja foi demonstrado ser fitopatogénico para
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38 espécies de 12 familias, representadas em sua maioria por dicotiledéneas (BAILEY etal.,
2011). Fungos do género Phoma séo descritos por produzir diferentes fitotoxinas (ZHANG
et al., 2012; HYNES, 2018), capazes de atuar na inibicdo de diversas plantas daninhas em
pré (BRUN, 2019) e pos-emergéncia (BASTOS et al., 2017; KLAIC et al., 2017; TODERO
etal., 2018).

Bordin et al. (2018) verificaram que a composi¢ao do meio de cultura e as condi¢Oes
de cultivo do fungo Trichoderma koningiopsis influenciam a toxicidade dos biocompostos
nas folhas de Euphorbia heterophylla. Além disso, a selecdo do adjuvante para a aplicacao
do bio-herbicida pode potencializar a sua eficiéncia (BASTOS et al., 2017). No cenério atual,
a producdo em larga escala desses metabolitos fangicos ainda requer estudos para a melhoria
nas formulacdes e registro de produtos.

A medida que novos produtos sdo desenvolvidos, as plantas daninhas continuar&o a
evoluir em resposta a qualquer pressdo seletiva aplicada. Para tanto, o desenvolvimento
continuo de novos métodos de controle é essencial para a manutencdo dos rendimentos
agricolas, diminui¢do do uso continuo de agrotoxicos e reducdo dos efeitos negativos dos
pesticidas, como a contaminacdo ambiental, efeito residual no ambiente e nos alimentos,
bem como a intoxicagao dos agricultores.

A hipdtese deste estudo é que o bio-herbicida a base de Trichoderma koningiopsis
seja uma alternativa eficiente no controle de plantas daninhas. A pesquisa objetivou a
caracterizacdo dos efeitos causado pelo bio-herbicida produzido a base de T. koningiopsis
nas caracteristicas enzimaticas, morfoldgicas, fitotoxicas e ecotoxicoldgicas de plantas
daninhas de inverno e de verdo, bem como quando associado a agrotoxicos para a construcdo
de uma ponte direcionada aos olhos do mercado agricola como uma alternativa

sustentavelmente viavel e ecologicamente inofensiva.
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OBJETIVO GERAL
Avaliar o potencial bioherbicoda do Trichoderma koningiopsis em plantas daninhas

do leiteiro e papud e nas culturas da soja e pepino, em associa¢do com herbicidas sintéticos.

Obijetivos especificos

Avaliar o efeito de herbicidas sintéticos sobre o fungo T. koningiopsis;

Quantificar a atividade das enzimas amilases, celulases, lipases e peroxidases e a
biomassa fungica no bio-herbicida a base de T. koningiopsis;

Avaliar o efeito de diferentes doses de herbicidas sintéticos associados ao bio-
herbicida nas carateristicas morfofisioldgicas de plantas daninhas e cultivadas, em casa de
vegetacéo;

Identificar efeitos ecotoxicologicos do herbicida sobre organismos (minhocas).
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APRESENTA(}AO DOS TRABALHOS

Este trabalho é composto por trés capitulos, os quais foram elaborados utilizando
respostas de trés experimentos, o primeiro em laboratorio objetivando verificar a viabilidade
no desenvolvimento do fungo Trichoderma koningiopsis em conjunto com herbicidas
comerciais.

No segundo, ainda em laboratério o objetivo foi a producéo e caracterizacdo de
compostos quimicos e enzimaticos do bio-herbicida produzido através do fungo de estudo,
e ap0s em casa de vegetacdo testado sobre a planta modelo do pepino para verificar seu efeito
bio-herbicida.

E no terceiro capitulo, os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo para
testar os efeitos do herbicida combinado com diferentes formulacdes e doses de glifosato no
controle de plantas daninhas e culturas agricolas.

Diante do exposto, os capitulos foram divididos de acordo com as andlises, da

seguinte forma:

CAPITULO I — Sensibilidade do Trichoderma koningiopsis a herbicidas sintéticos: método
disco-difuso;

CAPITULO Il — Um bio-herbicida a base de Trichoderma koningiopsis: Caracterizacio
enzimatica e efeito sobre plantas de pepino;

CAPITULO 111 — Bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis associado a formulacdes
comerciais de glifosato.

Os capitulos | e 11l foram formatados de acordo com as normas da Revista Planta
Daninha (ISSN: 1806-9681, Classificacdo 2020: B1; JCR 2020: 0,46).
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CAPITULO |

SENSIBILIDADE DO Trichoderma koningiopsis A HERBICIDAS SINTETICOS:
METODO DISCO-DIFUSO

SENSITIVITY OF Trichoderma koningiopsis TO SYNTHETIC HERBICIDES: DISCO-
DIFFUSED METHOD

RESUMO - O microrganismo Trichoderma spp. demontrou potencial bio-herbicida para o
controle de plantas daninhas. Entretanto, sua eficiéncia pode ser comprometida quando nao
manejado em condic¢des favoraveis ao seu desenvolvimento ou quando associado a produtos
que podem causar interferéncias em sua atuacdo como bio-herbicida. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a resisténcia fangica de Trichoderma koningiopsis frente a exposicao de
diferentes concentragdes de herbicidas comerciais, através da metodologia de disco-difuso
para posterior classificacdo de sensibilidade. O ensaio foi realizado no laboratério de
Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Erechim/RS. Observou-se
que, para os ensaios utilizando discos embebidos com a dose recomendada dos herbicidas,
sem diluicdo o microrganismo apresentou formacéo de halos de inibicdo. Sem diluig¢do dos
produtos, o T. koningiopsis foi classificado como sensivel para os herbicidas poquer
(Cleotodin), nicosulfuron (Accent), clorimuron (Classic), glifosato (Shadow, R. Original, R
WG, Zapp Qi®), 2,4-D (DMA), glufosinato de aménio (Finale), gramoxone (Paraquate),
sulfotrazone (Boral® 500 SC), fomesafen (Flex®), saflufenaciz (Heat) e atrazina + simazina
(Primatop® SC). Ao avaliar 2x a dose recomendada, néo foi observada a formagao de halos
para nenhum dos herbicidas testados, mas foi possivel verificar retardo no crescimento
fangico quando exposto ao nicosulfuron (Accent), clorimuron (Classic), glufosinato de
amonio (Finale) e gramoxone (Paraquate), sendo caracterizados como moderadamente
sensiveis. Nas concentracdes de 0,5x e 1x da dose ndo foram observados halos de inibicéo
ao crecimento fangico. Concluiu-se que o T. koningiopsis pode ser associado aos produtos

testados nesta pesquisa quando na dose recomendada sem afetar o desenvolvimento flngico.

Palavras-chave: bio-herbicida, resisténcia fangica, herbicidas comerciais.
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ABSTRACT - The microorganism Trichoderma spp. is an alternative biological control
that presents bioherbicide capacity for weed control. However, its efficiency can be
compromised when not in conditions favorable to its development or when associated with
products that may cause air interferencein its performance as a bioherbicide. The objective
of this work was to evaluate the fungal resistance of Trichoderma koningiopsis against the
exposure of different concentrations of commercial herbicides, through the diffuse disc
methodology for subsequent sensitivity classification. The assay was carried out in the
Agroecology Laboratory of the Federal University of the Southern Border, Campus
Erechim/RS. It was observed that, for the tests using discs soaked with the recommended
dose of herbicides, without dilution the microorganism presented formation of inhibition
halos. Without dilution of the products, T. koningiopsis has been classified as sensitive to
the herbicides poquer (Cleotodin), nicosulfuron (Accent), Clorimuron (Classic), glifosato
(Shadow, R. Original, R. WG, Zapp Qi®), 2,4-D (DMA), Glufosinato de amonio (Finale),
Gramoxone (Paraquate), Sulfotrazone (Boral® 500 SC), Fomesafen (Flex®), Saflufenaciz
(Heat) and Atrazina + Simazina (Primatop® SC). When evaluating 2x the recommended
dose, halo formation was not observed for any of the herbicides tested, but it was possible
to verify delayed fungal growth when exposed to Nicosulfuron (Accent), Clorimuron
(Classic), Glufosinato de amonio (Finale) and Gramoxone (Paraquate), being characterized
as moderately sensitive. At concentrations of 0.5x and 1x of the dose, no halos of inhibition
to fungal growth were observed. It was concluded that T. koningiopsis can be associated
with the products tested in this research when at the recommended dose without affecting

fungal development.

keywords: bioherbicide, fungal resistance, commercial herbicides.

INTRODUCAO
Os agrotdxicos, apesar de largamente utilizados na agricultura, possuem moléculas
potencialmente danosas para todos 0s organismos expostos aos produtos. Dependendo da
persisténcia e toxicidade, esses produtos podem interferir em processos basicos do
ecossistema (Ibama, 2010), representando um risco para o solo e plantas ndo-alvo. Por outro
lado, dentro de um sistema de producdo agroecoldgico, Gliessman (2000) ressalta que
guanto maior a similaridade estrutural e funcional de um agroecossistema com 0s

ecossistemas naturais existentes em sua regido biogeografica, e portanto, menor
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contaminacgdo de produtos quimicos, maior é a possibilidade de que um agroecossistema seja
sustentéavel.

Assim, o sistema agroecologico, além de ndo utilizar insumos e pesticidas sintéticos,
explora métodos alternativos importantes para a convivéncia das pestes e pragas. O uso de
produtos naturais, como bio-herbicidas, sdo uma estratégia alternativa que podem auxiliar
tanto na substituicdo como na reducgdo da dose do herbicida sintético quando tiver eficiéncia
comprovada no campo (Fernandes e Favero, 2014).

Os investimentos de industrias quimicas no desenvolvimento de bio-herbicidas ainda
apresentam uma taxa de sucesso abaixo de 1%, quando comparada aos 5% no
desenvolvimento de herbicidas sintéticos (Klaic et al., 2015). No entanto, ao longo do tempo,
0 assunto tem sido cada vez mais abordado em pesquisas brasileiras e artigos cientificos
principalmente para o desenvolvimento de novos bio-herbicidas.

Alguns microrganismos fitopatogénicos possuem potencial investigatério quanto ao
efeito sobre outros organismos considerados indesejaveis. Dentre estes, 0 género
Trichoderma possui 104 espécies listadas na comissao internacional da taxonomia de fungos
(Druzhinina, Kubicek e Komon-Zelazowska, 2008), e 193 no GenBank (2019).

O uso de fungos em programas de controle de plantas daninhas depende da producao
de conidios em larga escala, podendo ser gerado como bioproduto de meios de cultura
liquidos ou solidos, em sistema bifasico. O meio de cultura é dependente da espécie de fungo
de interesse. Moraes et al. (2014) observou que, para a producdo de conidios de Bipolaris
euphorbiae, um patdgeno especifico de Euphorbia heterophylla, hd maior crescimento do
fungo em meio sélido.

Estudos prévios dos grupos de pesquisa em Bioprocessos e Agroecologia da UFFS
visaram otimizar o meio de cultivo para a producdo de bio-herbicida a base de T.
koningiopsis (Bordin et al., 2018) e testar a viabilidade da producdo e aplicacdo de
biocompostos a partir do fungo T. koningiopsis por processo fermentativo submerso (meio
liquido) em biorreator. Foram observados resultados promissores para efeitos fitotoxicos do
extrato em plantas de Bidens sp., Euphorbia heterophylla (Camargo et al., 2020) e Urochloa
plantaginea (Reichert Janior et al., 2019).

Neste cenario, tem-se como objetivo deste estudo avaliar o desenvolvimento do
microrganismo T. koningiopsis frente a exposic¢ao de diferentes concentragdes de herbicidas,

sendo testados produtos comerciais de diferentes mecanismos de agéo.
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MATERIAL E METODOS
Microrganismo

O microrganismo Trichoderma koningiopsis (Coédigo do Cadastro SISGEN -
A8675F0), foi obtido do banco de microrganismos do Laboratério de Agroecologia e
Laboratdrio de Microbiologia e Bioprocessos da Universidade Federal da Fronteira Sul -
Campus Erechim/RS. O T. koningiopsis, sendo previamente isolado a partir da planta milha
(Digitaria horizontalis) coletada no municipio de Quatro Irméos/RS (Reichert Junior et al.,
2019).

Para os ensaios, o fungo foi inicialmente repicado em 20 mL de meio de cultura agar
batata dextrose (39 g L) solidificado, em camara de fluxo laminar (Biotec, Master Lab,
Brasil). Os fungos foram incubados a 26 °C em estufa incubadora BOD (SL-200, Solab,
Brasil) para atingir a maturidade fisiologica (7 dias), viasualizada pela formacéo de esporos,

conforme metodologia descrita por Souza et al. (2017).

Herbicidas avaliados
Os herbicidas sintéticos foram fornecidos pelo grupo de pesquisa de Manejo
Sustentavel dos Sistemas Agricolas da UFFS. Os herbicidas avaliados compreendem 11
grupos quimicos de grande utilizacdo na agricultura, sendo eles:
% Poquer (Cleotodin) Nortox (s&o inibidores de acetil coenzima a carboxilase —
ACCase, grupo A);

% Nicosulfuron (Accent), Clorimuron (Classic) e Metsulforom (Ally) (inibidores de

R/

acetolacto sintase — ALS, grupo B);

X/

% Atrazina + Simazina (Primatop® SC) (inibidores de fotossintese no fotossitema
Il - FS2, grupo C);

Gramoxone (desvio de elétrons do fotossistema I (FS1, grupo D);

% Sulfotrazone (Boral® 500 SC), Fomesafen (Flex®) e Saflufenaciz (Heat)
(protoporfirogen Oxidase — Protox (grupo E);

R/
L X4

X/
*

%+ Mesotrione 480SC (inibidores da biossintese de carotenoides - Caro, grupo F);

% Glifosato (Shadow, Roundup Original, Roundup WG e Zapp QI® 620) (sintese
do 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato — EPSPs, grupo G);

% Glufosinato de amdnio (Finale) (inibidores da glutamina sintetase, grupo H);

» 2,4-D DMA (memitizadores de Auxina, grupo O);

% Tembotriona (Soberan) (inibidores de raizes ou microtubulos, grupo K1);
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% S-Metolacloro (Dual Gold) (inibidores da parte aérea, grupo N e K3).

Os herbicidas foram avaliados em quatro concentragdes: 50% (0,5x); 100% (1x);
200% (2x) da dose recomendada e o produto sem diuluicdo; e o controle contendo agua
destildada em igual volume. As concentragdes foram calculdas para o volume final de 0,025
L conforme a equacéo 1.

Volume de diluicio = Dose recomedada (g ou L ha™) *0,025 L
Volume da calda terrestre (L ha™) Equacdo (1)

As caracteristicas dos herbicidas utilizados e respectivas diluicGes sdo apresentadas

como material suplementar (Tabela 1).

Conducao do experimento e delineamento experimental

Para avaliar a sensibilidade do fungo T. koningiopsis a presenca de herbicidas foi
utilizado o método disco-difuso, método de Kirby-Bauer (Bauer et al. 1966), com
adaptacOes. Essa técnica fundamenta-se na disposi¢cdo de um agente antimicrobiano (no caso
o0 herbicida) em um disco de papel filtro que € sobreposto ao meio de cultivo presente em
placas de Petri. A difusdo do agente podera apresentar um halo de inibi¢do ao crescimento
do fungo, indicando sensibilidade do fungo ao agente antimicrobiano.

O experimento foi conduzido no laboratério de agroecologia da Universidade Federal
da Fronteira Sul, Campus Erechim/RS. Esporos do fungo T. koningiopsis (6,2 x 10° mL™)
foram diluidos em 40 mL &gua peptonada autoclavada. Dez microlitros da solugédo fungica
diluida foram pipetados em placas de Petri esterilizadas, contendo o meio de cultura. Os
esporos foram semeados em toda a sua superficie com auxilio de al¢a de Drigalski. Discos
de papel com aproximadamente 5 mm de didmetro embebidos nas respectivas concentragdoes
de herbicidas nas doses recomendadas para o controle de plantas daninhas, e alocados nas
placas de Petri, conforme esquematizado na Figura 1. Para o crescimento do fungo, as placas

foram incubadas a 26 °C por um periodo de 7 dias.
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Tabela 1. Caracteristicas de herbicidas sintéticos e suas respectivas recomendacdes, dosagens para controle de plantas daninhas com as
respectivas diluicbes em 0,025 L para teste de inibic¢éo (sensibilidade) do crescimento do fungo T. koningiopsis. Dilui¢cdes do produto em 0,5,
1x e 2x da dose recomendada de cada produto comercial.

CON- FORMU- Dose recomendada Dose (g ou L) de diluicdo em
MEEAA’\(';'E?D"O PRINCIPIOATIVO NOME TROLA LAGAO | porhectare (gou L ha') 0,025 L de calda
05x  1x 2X \ v.calda| 0,5x 1x 2X
ACCase Oxima ciclohexanodiona Cleotodin (Poquer) G EC(mL) | 0,15 0,3 0,6 200 |[0,000018 0,000037 0,000075
Sulfoniluréias (nicossulfuron) Accent WG (g) 30 60 120 200 0,00375 0,0075 0,02
ALS  Sulfoniluréias (clorimuron) Classic DCG WG (9) 40 80 160 100 0,01 0,02 0,04
Sulfoniluréias (metsulfurom) Ally WG (9) 3,3 6,6 13,2 100 |0,000825 0,00165  0,0033
S%o Glicina substituida (Gs-Slsop) Shadow SL (mL) 2 4 8 100 0,0005 0,001 0,002
Gs (Sal isopropilamina) Roundup Original SL (mL) 1 2 4 100 0,00025 0,0005 0,001
EPSPs Gs (Sal de amdnio) Roundup WG WG (g) | 1250 2500 5000 100 0,3125 0,625 1,25
Gs (Sal potéssico) Zapp QI® 620 SL(mL) | 1,06 21 4,2 100 |0,000262 0,000525 0,00105
Auxina Acido diclorofenoxiacéti 2,4-D Nortox SL(mL) | 0,75 15 3 200 |0,000093 0,000187 0,000375
GS  Glufosinato (sal de aménio) Finale SL (mL) 1 2 4 300 |0,000083 0,000166 0,000333
FS1  Bipiridilio (paraquate) Gramoxone 200 SL (mL) 1 2 4 300 |0,000083 0,000166 0,000333
% Triazolona (sulfentrazona) __Boral® 500 s¢ sc(mL) | 04 08 16 250 | 000004 0,00008 0,00016
Protox Eter difenilico (fomesafem) Flex® SL (mL) 0,5 1 2 200 |0,000062 0,000125 0,00025
Pirimidinadiona (uracila) Heat WG (Q) 25 50 100 150 |0,004167 0,008333 0,016666
'\%Le?s FS2 gt'rzzz'irr‘]f chsiln)qazina) Primatop® sc scml) | 4 8 16 200 | 00005 0001 0,002
Caroteno Tricetona (mesotrione) Callisto 480 sc SC (mL) 0,2 0,4 0,8 100 0,00005 0,0001 0,0002
SOLO Prt. Aérea Cloroacetanilida Dual Gold SL (mL) 1 2 4 200 |0,000125 0,00025  0,0005
Imoveis  Raizes Benzoilciclohexanodiona Soberan(sistémico) SL(mL) | 0,12 0,24 0,48 200 |0,000015 0,00003 0,00006

*Planta a que controla: C= Ciperaceas, D= Dicotiled6neas, G= Gramineas; **Formulagdo do produto comercial: EC= Concentrado emulsionavel, WG = Granulado
dispersivel, SL= Concentrado solvel, SC= Suspensdo concentrada aquosa.
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Legenda:

1 Meio de cultura (BDA)

O Controle (agua pura)

0.5 x da dose recomendada

1.0 x da dose recomendada

2.0 x da dose recomendada
Produto comercial sem dilui¢io

Q000

Figura 1. Esquema da preparacdo das placas de Petri para analise de sensibilidade do T.
koningiopsis na presenca de 18 herbicidas comerciais em 4 diferentes concentragdes. O
controle foi realizado com a aplicacdo de igual volume de agua ultrapura. Erechim/RS,
UFFS, 2019. Fonte: Elaborado pelo autor.

O diametro referente ao halo de inibicdo do crescimento fungico foi medido a cada
24 horas com paquimetro (PDV 1500, Vonder, Brasil). Posteriormente o microrganismo T.
koningiopsis foi classificado como sensivel, moderadamente sensivel ou tolerante para cada

herbicida testado (Figura 2).

Figura 2. Halos de inibicéo de crescimento do fungo T. koningiopsis pelo produto puro dos
herbicidasCleotodin (Poquer) ao terceiro dia de crescimento (A) e herbicida Nicosulfuron
(Accent) aos 7 dias de crescimento (B). Eixo x (indicado pelas linhas vermelhas) e eixo y
(indicados pelas linhas pretas) foram utilizados para o célculo do didmetro do halo de
inibicdo. Erechim/RS, UFFS, 20109.
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Andlise estatistica

O diadmetro dos halos inibitorios foi avaliado por anélise de variancia, seguido pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade utilizando o software Statistica v. (StatSoft Inc.,
USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O microrganismo T. koningiopsis demonstrou comportamento diferencial quando
associado a herbicidas sintéticos. Na Tabela 2 é possivel observar a formacéo de halos de
inibicéo, aos 7 dias de crescimento para o produto comercial sem dilui¢cdo. Nesse tratamento,
os halos de inibi¢do do crescimento fangico iniciaram nas primeiras 24 h apds a repicagem
(dados ndo mostrados). Os herbicidas testados nas concentracdes de 0,5x, 1,0x e 2x da dose

recomedada ndo ocasionou halos de inibicdo em T. koningiopsis (Tabela 2).

Tabela 2. Didmetro (mm) de halos inibitérios do T. koningiopsis ap6s sete dias de exposi¢do
a diversos herbicidas sintéticos com diferentes concentragdes (controle, 0,5%, 1,0x e 2x da
dose recomendada, e o herbicida (produto comercial sem dilui¢do). Erechim/RS, UFFS,
2019.

Herbicida sem

Herbicida Controle  0,5x 1x 2X diluicio
Poquer (Cleotodin) 0,0 0,0 00 00 16,4 + 1,9cd?
Nicosulfuron (Accent) 0,0 0,0 00 00 27,6 £ 4,3ab
Clorimuron (Classic) 0,0 0,0 00 00 7,4 +22f
Metsulforom (Ally) 0,0 0,0 00 00 0,0
Glifosato (Shadow) 0,0 0,0 00 00 10,8 + 0,4de
Glifosato (Roundup Original) 0,0 0,0 00 00 11,0+ 1,2de
Glifosato (Roundup WG) 0,0 0,0 00 00 11,1 +1,3de
Glifosato (Zapp Qi® 620) 0,0 0,0 00 00 10,5 + 1,0de
2,4-D (DMA) 0,0 0,0 0,0 0,0 12,8 + 4,2de
Glufosinato de amonio (Finale) 0,0 0,0 0,0 00 21,5+ 2,7bc
Paraquate (Gramoxone 200) 0,0 0,0 0,0 0,0 33,0 3,2a
Sulfotrazone (Boral® 500 SC) 0,0 0,0 0,0 00 12,5+ 1,7de
Fomesafen (Flex®) 0,0 0,0 0,0 0,0 13,6 £ 3,8de

Saflufenaciz (Heat) 0,0 0,0 00 00 8,2+ 2,0e
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Atrazina + Simazina (Primatop®

50) 0,0 0,0 00 00 27,2+ 1,1ab
Mesotrione (Callisto) 0,0 0,0 00 00 0,0
S-Metolacloro (Dual Gold) 0,0 0,0 00 00 0,0
Tembotriona (Soberan) 0,0 0,0 00 0,0 0,0

dados representam média = DP (n = 3); 2médias seguidas por letras iguais, dentro da coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os maiores halos de inibicdo formados ocorreram nos discos embebidos com
Paraquate (Gramoxone) (33,07 mm), Accent (27,67 mm), Atrazina + Simazina (Primatop®
SC) (27,28 mm), Poquer (Cleotodin) (16,48 mm) e Glufosinato de amonio (Finale) (21,53
mm), indicando uma alta sensibilidade de T. koningiopsis (Figuras 3, 4).

Gramoxone Accent Primatop® SC
(Paraquate) (Nicosulfuron) (Atrazina + Simazina)

Figura 3. T. koningiopsis repicado em placas de Petri contendo discos embebidos com os
herbicidas Paraquate (Gramoxone)e (A), nicosulfuron (B) e atrazina + simazina (C). O ponto
de intersecdo entre as retas representa o disco embebido com o herbicida e, ao redor, em
coloracdo preta, a formacéo do halo de inibicdo do crescimento fungico. Erechim/RS, UFFS,
2019.
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Figura 4. Didmetro (mm) de halos inibitdrios de crescimento de T. koningiopsis tratados
com 18 diferentes herbicidas, com a aplicagédo do produto comercial sem diluicdo. Barras
representam média + DP (n = 3). Erechim/RS, UFFS, 2019.

Por outro lado, os herbicidas Fomesafen (Flex®) (13,66 mm), 2,4-D (DMA) (12,84
mm), Sulfotrazone (Boral® 500 SC) (12,56 mm), Glifosato (Roundup WG) (11,10 mm),
Glifosato (Roundup Original) (11,06 mm), Glifosato (Shadow) (10,89 mm), Glifosato (Zapp
QIi® 620)0 (10,55 mm), Saflufenaciz (Heat) (8,28 mm) e Clorimuron (Classic) (7,47 mm)
apresentaram halos e inibicdo inferiores a 14 mm, indicando uma baixa interferéncia no
crescimento do fungo com o produto sem diluicdo (Tabela 3, Figura 4).

Mesmo com a aplicacdo do produto comercial sem dilui¢do, ndo foram observados
halos de inibicdo para os herbicidas Metsulforom (Ally), Mesotrione (Callisto), S-
Metolacloro (Dual Gold) e Tembotriona (Soberan), demonstrando a alta resisténcia T.
koningiopsis a esses produtos (Figura 3, Tabela 4).

A exposicdo de 0,5x, 1,0x e 2x da dose recomendada para cada herbicida néo
ocasionou a formacéo de halos de inibi¢do do crescimento do fungo T. koningiopsis (Tabela
3, Figuras 4 e 5). Os dados corroboram com os resultados obtidos por Camargo et al. (2019),
o0s quais verificaram visualmente a resisténcia do T. koningiopsis a altas doses de herbicidas

2,4-D (DMA), Glifosato e Glufosinato de amonio (Finale), sugerindo que esse fungo



32

apresente capacidade de adaptacdo ao meio contendo doses extremas de herbicidas
quimicos.

Apesar de ndo gerar halo de inibicao, o herbicida Glufosinato de aménio (Finale), na
dose recomendada (1x) causou um retardo no desenvolvimento do fungo T. koningiopsis
(dados ndo mostrados). O mesmo ocorreu com 2x da dose recomendada para os herbicidas
Accent (dados ndo mostrados), Clorimuron (Classic), Glufosinato de aménio (Finale) e
Paraquate (Gramoxone) (Figura 5). Esse retardo no desenvolvimento caracteriza o fungo

como moderamente sensivel a exposicdo destes herbicidas sintéticos.

Classic Finale Gramoxone
(Clorimuron) (Glufosinato de amonia) (Paraquate)

Figura 5. T. koningiopsis repicado em placas de Petri contendo discos embebidos com 2x
da dose recomendada dos herbicidas Clorimuron (Classic) (A), Glufosinato de amonio
(Finale) (B) e Paraquate (Gramoxone) (C). Asteriscos indicam o crescimento do fungo T.
koningiopsis, com 7 dias de crescimento. Erechim/RS, UFFS, 2019.

Mesmo pela auséncia de halos de inibi¢do no crescimento do fungo T. koningiopsis
com 0,5x, 1,0x e 2x da dose recomendada para cada herbicida, deve-se manter a cautela na
associacdo do fungo com os produtos; uma vez que, de forma geral, a aplicacdo dos
herbicidas é realizada com surfactantes. Os surfactantes podem potencializar ou anular 0s
efeitos observados, podendo comprometer a eficacia do bio-herbicida a base de T.
koningiopsis. Pier et al. (2019), por exemplo, verificaram que A. alternata, B. cinerea, F.
oxysporum e P. crustosum tiveram o crescimento inibido quando expostos a concentragdes
de éster > 1 mg mL™?, os quais combinados com surfactantes reduzem a tensdo superficial e
melhoram a absorc¢éo dos herbicidas na superficie foliar.

No caso de produtos inibidores da enzima 5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintase
(EPSPs), como Roundup WG e Roundp Original, diversos ingredientes inertes ja estdo

adicionados a formulagdo do produto comercial, e mesmo assim, neste estudo ndo ocorreu
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interferéncias no crescimento do fungo de forma consideravel a ponto de evitar a sua
associacdo. Ao contrario também pode ocorrer, o desenvolvimento do fungo pode ser
beneficiado com a adi¢do dos demais produtos comerciais, bem como a potencializacéo de
seus efeitos dependendo da finalidade prevista.

Além da caracterizagdo da inibicdo fangica, a producdo de bio-herbicidas requer a
caracterizagdo enzimética do biocomposto, aléem da otimizacdo dos meios, como pH,
temperatura, dentre outros. Estudos recentes dos grupos de pesquisa em Bioprocessos e
Agroecologia da UFFS otimizaram e iniciaram a avaliacdo do bio-herbicida a base de T.
Konoingiopsis (Bordin et al. 2018; Reichert Junior et al. 2019; Camargo et al. 2020).

O processo de obtencdo de um herbicida natural é complexo, e poucos
microrganismos serdo potencialmente efetivos quanto um produto sintético. No entanto, a
utilizacdo combinada de um bio-herbicida e a menor dose de um herbicida sintético ja é um
passo importante para a redugdo do uso intensivo de agrotdxicos, e a degracdo do meio por
eles causada.

CONSIDERACOES FINAIS

O T. koningiopsis demonstrou ser resistente a todos os herbicidas nas doses
recomendas (1x) e metade da dose recomendada (0,5x). Os tratamentos contendo 2x da dose
recomendada, apesar de ndo alterar o crescimento apds 7 dias de exposi¢do, promoveram
retardo no crescimento fangico quando expostos aos herbicidas Accent, Clorimuron
(Classic), Glufosinato de aménio (Finale) e Paraquate (Gramoxone).

O fungo apresentou sensibilidade aos herbicidas comerciais sem diluigdo (puro)
Poquer (Cleotodin), Accent, Clorimuron (Classic), Glifosato (Shadow, Roundup Original,
Roundup WG e Zapp Qi® 620), 2,4-D (DMA), Glufosinato de amdnio (Finale), Gramoxone
(Paraquate), Sulfotrazone (Boral® 500 SC), Fomesafen (Flex®), Heat e Atrazina + Simazina
(Primatop® SC).

A resisténcia de T. koningiopsis demonstra que bio-herbicidas produzidos a base
deste fungo podem auxiliar no controle de plantas daninhas, principalmente quando aplicado
em combinacgdo com herbicidas sintéticos. Essas informacdes permitem novos estudos sobre
0 comportamento do fungo T. koningiopsis e contribuem para futuros trabalhos que almejem
reduzir o0 uso excessivo de produtos quimicos e a contaminacdo ambiental gerada pelos

agrotoxicos.
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CAPITULO Il

BIO-HERBICIDA ALTERNATIVO A BASE DE Trichoderma koningiopsis:
CARACTERIZACAO ENZIMATICA E EFEITO SOBRE PLANTAS DE PEPINO

ALTERNATIVE BIOHERBICIDE BASED ON Trichoderma koningiopsis:
ENZYMATIC CHARACTERIZATION AND EFFECT ON CUCUMBER PLANTS

RESUMO - Estudos relacionados a métodos alternativos do controle de plantas daninhas na
agricultura sdo importantes para producdo de alimentos livres de residuos de agrotoxicos.
Dentre esses métodos alternativos, destaca-se a utilizagédo de bioprodutos. Assim, o trabalho
objetivou produzir e caracterizar um biocomposto a base de Trichoderma koningiopsis;
avaliar o efeito fitotoxico e na morfologia de plantas de pepino (Cucumis sativus), como
planta modelo; e estudar a ecotoxicidade do bioproduto em minhocas. O biocomposto foi
produzido por fermentacdo submersa para obtencdo do extrato bruto (EBt), solucéo filtrada
com papel filtro (FilP) e com gaze (FilG) nos laboratérios de Agroecologia e de
Bioprocessos da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim, RS. A partir do
extrato bruto foi determinada a atividade das enzimas amilase, celulase, lipase e peroxidases
totais, com 3 repeticGes. Dentre as enzimas avaliadas, observou-se alta concentracdo de
peroxidases totais (44 U mL™). Os preparados do biocomposto EBt, FilP e FilG foram
aplicados em plantas de pepino, de forma isolada e combinada com o herbicida comercial a
base de glifosato potéssico (Zapp Qi®). O experimento foi conduzido em casa de vegetacao,
com delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticbes. O tratamento FilG
ocasionou o controle de até 80% das plantas de pepino, 15 dias apés a aplicacdo. Quando
FilG foi combinado com o herbicida comercial, houve despigmentacdo total de 95% das
folhas e mortalidade total das plantas de pepino. A avaliacdo de ecotoxicidade com minhocas
(Eisenia andrei), ndo houve mortalidade quando os organismos foram expostos ao
biocomposto; porém observou-se rejeicdo de 68% ao biocomposto filtrado com gase e

associado ao herbicida comercial.

Palavras-chave: atividade enzimatica, biomassa fungica, fitotoxicidade, Cucumis sativus.

ecotoxicidade.
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ABSTRACT - Studies related to alternative methods of weed control in agriculture are
important for the production of food free of pesticide residues. Among these alternative
methods, the use of bioproducts stands out. Thus, the work aimed to produce and
characterize a bioherbicide based on Trichoderma koningiopsis; to evaluate the phytotoxic
and morphological effects on cucumber plants (Cucumis sativus), as a model plant; and to
study the ecotoxicity of the bioproduct in earthworms. The bioherbicide was produced by
submerged fermentation to obtain the crude extract (EBt), filtered solution with filter paper
(FilP) and gauze (FilG) in the Agroecology and Bioprocess laboratories of the Federal
University of Fronteira Sul, Campus Erechim, RS. From the EBt, the activity of the
enzyme’s amylase, cellulase, lipase and total peroxidases was determined, with 3 replicates.
Among the evaluated enzymes, a high concentration of total peroxidases (44 U mL™?) was
observed. The EBt, FilP and FilG bioherbicide preparations were applied to cucumber plants,
isolated and combined with the commercial herbicide based on potassium glyphosate (Zapp
QIi®). The experiment was carried out in a greenhouse, with a completely randomized
design, with three replicates. The FilG treatment caused the control of up to 80% of the
cucumber plants, 15 days after application. When FilG was combined with the herbicide
glyphosate potassium, there was total depigmentation of 95% of the leaves, and mortality of
more than 90% of the cucumber plants. The evaluation of ecotoxicity with earthworms
(Eisenia andrei), there was no mortality when the organisms were exposed to the
bioherbicide preparations; however, 68% rejection of the bioherbicide associated with

potassium glyphosate was observed.

keywords: enzymatic activity, fungalbiomass, phytotoxicity, Cucumis sativus. ecotoxicity.

INTRODUCAO

Os bio-herbicidas sdo estudados desde a década de 70, porém o primeiro bio-
herbicida registrado para uso comercial foi o0 DeVine®, nos Estados Unidos na década de
80 (revisado por Boyetchko et al. 2002). A formulacdo liquida era composta de
clamiddsporos de Phytophthora palmivora, recomendado para o controle de Morrenia
odorata em citrus. Esse produto permitia taxas superiores a 90% no controle da planta
daninha alvo, e poderia persistir por até 2 anos no ambiente (Li et al. 2003).

Apesar das mais de 4 décadas de estudos, em 2015, apenas 11 bio-produtos estavam

disponiveis comercialmente. Prem no mercado brasileiro, atualmente ainda ndo ha registro



37

de bio-herbicidas comerciais (AGROFIT 2021). Novos estudos sdo necessarios devido o
aumento de casos de resisténcia de diversas plantas daninhas, além da variedade de
infestantes existentes que ja ndo sdo mais eficientemente controladas por produtos sintéticos.

Os bio-herbicidas podem ser obtidos principalmente a partir de fungos. Diversos
fungos ascomicetos e basidiomicetos foram descritos como fitotdxicos, como: Trametes
versicolor, Phellinus sp., Aureobasidium pullulans, Auricularia auricula, Botryosphaeria
rhodina, Fusarium oxysporum, entre outros (Osinska-Jaroszuk et al. 2015). Porém
complexidade na producdo de bio-herbicidas é dependente da ampla variacdo no
metabolismo dos fungos (Mahapatra e Banerjee 2013; Kumaran et al. 2014).

A producdo de produtos bioldgicos tem avancado nos Ultimos anos; porém, ainda é
limitada pela falta de investimentos em pesquisa, e 0 alto custo de caracterizacao dos fungos
e do processo de producdo do bio-herbicida (Klaic et al. 2015). No processo de producao, a
escolha do tipo de fermentacéo é crucial, e pode ser realizada em substrato sélido (Krauss et
al. 2002; Moraes et al. 2014; Bastos et al. 2017), ou submersa (meio liquido) que também
permite o crescimento de bactérias (Chen et al. 2003; Bo et al. 2019). No entanto, em ambos
0S processos, € importante a a otimizacdo dos parametros operacionais para posterior
ampliacdo da escala de producdo de biocompostos (Yang 2010; Kobori et al. 2015; Bordin
et al. 2018; Coban e Sargin 2019).

Bordin et al. (2018), otimizaram os meios de cultivo para a produgdo de
biocompostos a partir de T. koningiopsis em que foram observados maior crescimento e
desenvolvimento do fungo pela biomassa fingica e producao de enzimas, essas condicdes
favoreceram a reproducao do biocomposto para subsequente aplicacdo na agricultura.

Diversos trabalhos tém avaliado o efeito de extratos produzidos a base de fungos e
bactérias, como extratos produzidos a base de fungos como Fusarium graminearum (Bastos
2016) e Diaporthe sp. (Bastos et al. 2017), os quais causaram a redu¢do do comprimento das
raizes e crescimento da parte aérea e aumento da fitotoxicidade em plantas modelo muito
sensiveis como o pepino (Cucumis sativus). Isso € percebido também em trabalhos com
extrato de Phoma sp. (Brun et al. 2016) em plantas de sorgo (Sorghum bicolor) e pepino.
Souza et al. (2017) avaliaram 39 fungos e verificaram que um fungo do género Diaporthe
apresentou maior atividade herbicida em plantas de pepino, e outras 27 cepas apresentaram
algum sintoma de fitotoxicidade. O composto ativo extraido (125 pg mL™) da bactéria

Streptomyces anulatus apresentou controle total das plantas daninhas de folha larga Solanum



38

nigrum e Aeschynomene indica, e 90% de controle da planta daninha da Digitaria
sanguinalis (Bo et al. 2019).

A caracterizacdo de um bio-herbicida deve, ainda ser avaliado quanto a possiveis
impactos toxicologicos no meio. Ensaios ecotoxicoldgicos sdo comumente realizados
através de testes de fugacidade, os quais envolvem a exposi¢do de organismos edéficos,
como minhocas, ao produto, para avaliar o efeito no ecossistema (Tarazona e Ramos-
Peralonso 2014). O teste de fugacidade é caracterizado pela migracéo ou nao dos organismos
para o lado oposto, rejeitando o solo contaminado com o extrato (Basile 2008; Xavier 2020;
Soares et al. 2020).

Assim 0 objetivo desse trabalho foi i) produzir um biocomposto a base de T.
koningiopsis, e quantificar a atividade das enzimas e a biomassa fungica no extrato bruto;
ii) avaliar os efeitos do extrato bruto e com dois tipos de filtragem, aplicados de forma
isolada ou combinada com um herbicida comercial, em plantas modelo de pepino, em
condigdes de casa de vegetacéo; e iii) avaliar a ecotoxicidade dos preparados em minhocas

como organismos nao alvos pelo teste de fugacidade.

MATERIAL E METODOS

Producéo e caracterizacédo enzimatica do biocomposto

O fungo Trichoderma koningiopsis (Codigo do Cadastro SISGEN - A8675F0), foi
crescido em meio de cultura contendo agar-batata-dextrose (39 g L™). Para a producio do
biocomposto, foi utilizada metodologia conforme descrito por Souza et al. (2017) e meio de
cultura otimizado por Bordin et al (2018), o que foi constiuido por glicose (3,00 g L™),
peptona (0,75 g L) e extrato de levedura (0,37 g L™).

O meio de cultura foi esterilizado em autoclave vertical (AV-75 Plus, Phoenix
Luferco, Brasil) a 121 °C, por 20 min. Ao atingir a temperatura ambiente, na cdmara de fluxo
laminar (Biotec, Master Lab, Brasil), devidamente higienizada e esterilizada, uma pequena
guantidade foi vertida para as placas de Petri contendo o microrganismo T. koningiopsis ja
isolado, os esporos do fungo foram raspados com o auxilio de uma alga de platina flambada
em chama (concentracdo de esporos em uma placa de petri 6,2 x 10 mL1), e ap6s vertidos
novamente para os Erlenmeyer.

As fermentacGes foram realizadas a uma temperatura de 28 °C em agitador orbital

(120 rpm) (Starf FT38, Fortinox, Brasil), por 72 horas. Apos esse periodo, a solucéo foi
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filtrada para obtencdo da biomassa fungica e determinagdo da atividade das amilases,

celulases, peroxidases e lipases.

Quantificacao da biomassa fungica

Para a quantificacdo da biomassa fungica, 3 L do meio de cultura, foi previamente
filtrado em papel filtro Quantitativo (JP40, Faixa Branca, @= 24 cm), e a massa do micélio
seca a 40 °C em estufa (SOLAB, SL 100, Brasil), por 48 horas. A biomassa fungica do

microrganismo T. koningiopsis foi expressaem g L.

Determinagdo da atividade enzimatica nos biocompostos
A atividade das enzimas amilase, celulase, lipase e peroxidase foram determinadas

nos extratos brutos fermentados.

Atividade enzimética de amilases

A atividade das enzimas amilases foi determinada conforme metodologia descrita
por Fuwa (1954) e adaptada por Pongsawasdi e Yagisawa (1987). Amostras do extrato
enzimético foram adicionadas a uma solugdo de amido diluido em tampéo acetato 100 mM
(1:200, m:V), pH 5,0, na proporgéo de 1:1. As amostras, em tubos de ensaio, foram mantidas
em banho termostatico com circulacdo interna (AL152/22, AmericanLab, Brasil), a 38 °C,
por 10 min. A atividade das amilases foi entdo determinada pelo método de DNS (&cido
dinitrossalicilico; Miller 1959). O extrato enzimatico (extrato + solucdo de amido diluido)
teve adicdo de igual volume de DNS. A solucdo foi mantida em banho termostatico por 10
min, a 100 °C. Para o controle (branco), o extrato enzimatico foi substituido por 1 mL de
agua destilada. O DNS atua como agente redutor, e a glicose formada foi quantificada,
utilizando uma curva de glicose (0 a 1%). onde 0,5 mL da solu¢do mais 0,5 mL de DNS
foram adicionados em tubos de ensaio e mantidos em banho termostatico por um periodo de
10 minutos a uma temperatura de aproximadamente 100 °C. Para o controle (branco), o
extrato enzimatico foi substituido por 1 mL de agua destilada.Apds 10 minutos, os tubos de
ensaio foram adicionados ao banho de gelo até atingirem a temperatura ambiente, e neste
momento foram adicionados 8 mL de tartarato de sodio para posterior leitura em
espectrofotdmetro UV-VIS a 540 nM (Cirrus 80, FEMTO, Brasil). A atividade da amilase

foi calculada baseada emu ma curva de glicose e expressa em U mL™,
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Atividade enzimética de celulases

Para a determinacdo da atividade das enzimas celulases foi seguido o proposto por
Ghose (1987). Dessa forma, foi pesados aproximadamente 50 mg (7 cm?) de papel filtro
Whatman ndmero 1, responsavel pela fonte de celulose. Os mesmos foram adicionados a
tubos de ensaio contendo 2 mL de tamp&o acetato 0,2 M, pH 5,5. Apds, 1 mL da solugédo
enzimatica foi adicionada aos tubos de ensaio, e foram mantidos em banho termostatico a
uma temperatura de 50 °C por um periodo de 1 hora. No controle, a solucdo enzimatica foi
substituida por 1 mL de &gua destilada.

A liberacdo de acucares redutores vai ser determinada pelo método de acido
dinitrossalicilico (DNS), descrito por Miller (1959). A medida de atividade das enzimas
celulases foi realizada pela Equacéo 1:

ABS =0,2672 « [ 1 ART
Logo: [ ] ART = ABS/0,2672 Equacéo (1)
Onde: ART corresponde aos acUcares redutores totais.
ABS corresponde as leituras de absorbancia
A atividade da amilase foi calculada baseada emu ma curva de glicose e expressa

emU mL™1

Atividade enzimatica de lipases

A medida de atividade das enzimas lipases foi determinada de acordo com o proposto
por Treichel et al. (2016), onde 1 mL da solugdo enzimatica foi pipetado em 9 mL de
emulsdo. A emulsdo foi composta por 5% (v/v) de goma arabica, 10% (v/v) de 6leo de oliva
e tampdo fosfato 100 mM, pH 6,0, a mistura foi homogeneizada com o auxilio de um mixer.
Posteriormente, os béqueres contendo a solucdo foram levados ao agitador orbital por 32
minutos a uma temperatura de 35 °C e 165 rpm. Para cessar a reacdo, depois de retirados do
agitador orbital, foram adicionados 10 mL da solucdo acetona etanol (1:1, v/v). Eles foram
titulados, adicionando-se hidroxido de sédio (NaOH) 0,049 M até a solucéo atingir pH 11.
O controle (branco reacional) foi composto por 9 mL de emulsdo, 10 mL de acetona etanol,
e 1 mL da enzima, porém ele ndo foi levado ao agitador orbital. A atividade da lipase foi
calculada pela molaridade do hidréxido de sddio, conforme a equagéo 2, e expressa em U
mL™.

At = ((Aa —Vb) * MNaOH) I (t * V¢ = 1000)
Equacéo (2)
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Onde: Aa = média dos valores observados; Vb = valor apresentado pelo controle;
MNaOH = molaridade do Hidrdxido de sddio; t = tempo de reacdo; V¢ = volume enzimatico

utilizado.

Atividade enzimética de peroxidases

Para determinar a atividade das enzimas peroxidases vai ser seguido o proposto por
Khan e Robinson (1994), onde foi necessario preparar um meio reacional, em tubos de
ensaio, contendo 1,5 mL de tampé&o fosfato 5 mM, pH 5,0; 2 mL de &gua destilada; 0,5 mL
de guaiacol (1%) e 1 mL de peroxido de hidrogénio (8%). O meio reacional foi exposto a
banho termostatico por um periodo de 10 minutos a uma temperatura de 35 °C. Apés a
estabilizacdo da temperatura foi adicionado 1 mL do extrato enziméatico ao meio reacional,
mantendo-o por 20 minutos em banho termostatico. O controle (branco) deverd ser
preparado nas mesmas condi¢des, porém o extrato enzimatico foi substituido por agua
destilada. A leitura de absorbéancia foi realizada em espectrofotébmetro UV-VIS (Cirrus 80,
FEMTO, Brasil), 470 nM. O célculo da medida de atividade foi realizado através da média

dos valores da triplicata multiplicado por 100.

Avaliacao do efeito bio-herbicida em plantas de pepino

Devido a testes preliminares ndo bem sucedidos com o bio-produto filtrado com
papel filtro, para avaliagcdo do efeito bio-herbicida do composto produzido, utilizou-se o
extrato bruto (EBt; ndo filtrado), extrato filtrado com papel filtro (FilP) e extrato filtrado
com gaze (FilG), além da combinacdo dos extratos com o herbicida comercial (Zapp Qi®,
dose de 1,5 L ha) O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Agroecologia da
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Erechim/RS. Sementes de pepino (Cucumis
sativus, variedade Pickling cucumber “SMR 58”) foram semeadas em vasos de 0,5 dm™
contendo substrato composto por cama de aviario e humus (1:1). A analise de solo esta
apresentada na Tabela 1. As plantas foram irrigadas diariamente com sistema de irrigagcdo

automatica.
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Tabela 1. Anélise quimica do substrato contendo cama de aviario e humus (1:1) utilizado
no experimento com biocomposto a base de T. koningiopsis in cucumber plants. Coxilha/RS,
2020.

pH MO P H+AI** K+ Ca?2 Mg? T v
CaCl gdm?® mgdm?3 = e cmole dm™3 ----------- %
-- 21,3 >50,0 0,96 >400 17,00 >8,00 6,24 96,66

MO = matéria organica; T = capacidade de troca catidnica; V = porcentagem de saturacgéo de bases.

Os tratamentos utilizados consistiram na aplicagcdo do extrato bruto (EBt), extrato
filtrado com filtro de papel (FitP) e extrato filtrado com gaze (FilG), e da aplicacdo
combinada dos extratos com o herbicida comercial (HC; Zapp Qi®, 1,5 L hal; Syngenta,
Reino Unido). Em parelelo, foram avaliados dois tratamentos controle negativos: aplicacao
apenas de agua (TestA) e contendo apenas o meio de cultivo da fermentacdo fungica
(TestMC); e como controle positivo a aplicacdo isolada do HC. As aplicacbes dos
tratamentos ocorreram aos 10 dias apds a emergéncia (DAE), sob pulverizagdo foliar com
borrifador manual (x 3 mL do produto por planta). Com excec¢do do extrato bruto que foi
pincelado sobre as folhas.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
9 tratamentos (EBt, FilP, FilG, EBt+HC, FilP+HC, FilG+HC, TestA, TestMC e HC), 10
repeticdes, totalizando 90 unidades experimentais. Cada unidade experimental foi

constituida por uma planta.

Caracteristicas Visuais

Para a avaliacdo do efeito fitotoxicidade das plantas foram realizadas avaliacdes
visuais aos 15 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos (DAT). Registros fotograficos (13 MP)
das folhas foram realizados para determinacdo da proporcao da area foliar com injurias (%)
verificada pelo programa Compu Eye, Leaf & Symptom Area (Bakr 2005) A partir desses
valores, utilizou-se a escala percentual (0% para auséncia de fitotoxicidade a 100% para a
morte completa das plantas) conforme metodologia descrita por Frans e Crowley (1986) e
pela Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD, 1995), como mostrado
na Tabela 2.
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Tabela 2. Escala percentual de fitotoxicidade em relacdo as injurias foliares apresentadas
pelas plantas de pepino. Erechim/RS, 2020.

% DESCRICOES DAS DESCRICAO DETALHADA
CATEGORIAS PRINCIPAIS DA FITOTOXIDADE NA CULTURA
0 Sem efeito Sem injuria ou reducao
10 Leve descoloracdo ou atrofia
20 Efeito leve Alguma descoloracdo ou atrofia, ou perda por atrofia
30 Injaria mais pronunciada, mas ndo duradoura
40 Injaria moderada, mas normalmente com recuperacao
50 Efeito moderado Injaria mais duradoura, recuperacao duvidosa
60 Injdria duradoura, sem recuperacao
70 Injaria pesada, reducdo de estande
80 Efeito severo Cultura proxima da destruicdo (poucas sobreviventes)
90 Raramente restam algumas plantas
100 Efeito total Destruicdo completa da cultura

Caracteristicas Morfologicas

As caracteristicas morfoldgicas foram avaliadas aos 15 DAT para obtencéo da altura
da planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), numero de folhas (NF), e comprimento da
maior raiz (CMR, cm). Para obtencdo da massa seca de folhas (MSF, g), massa seca de raiz
(MSR, g), e massa seca total (MST, g), o material vegetal (folhas, caules e raizes) foram
secos em estufa de circulacdo forcada de ar (400-5ND, Ethik Technology, Brasil), a 65 °C,
até atingir peso constante.

A mortalidade de plantas (MP, %) foi avaliada aos 15 DAT, calculada conforme a
equacdo 3. A mortalidade foi determinada para plantas com estrutura distentida através da
coloracdo predominantemente de necrose e clorose; e que permaneceram com O COrpo
completamente distendido apés este periodo.

MP (%) = n° de plantas mortas/n® total de plantas x 100
Equacao (3)

Ecotoxicidade
Criagao dos organimsos

Minhocas da espécie Eisenia andrei, popularmente conhecida como minhoca
australiana, foram selecionadas por serem organismos modelo para teste de fuga (Azevedo
e Coronas 2018), apresentarem elevada sensibilidade a substancias quimicas, boa

representatividade no solo e de facil cultivo laboratorial. Os organismos foram obtidos



44

comercialmente e mantidos em recicientes contendo latossolo vermelho alumino férrico.
Para a recriagdo dos organismos, preparou-se o solo artificial tropical (SAT) com 75% de
areia, 20% de argila (caulim) e 5% de fibra de coco (peneirada em peneira de 2 mm), de
acordo com Garcia (2004). O pH foi ajustado para 6,0 £ 0,5, a umidade inicial
correspondente a 60% da capacidade maxima de retengdo agua do solo, e temperatura de 20
+ 2°C conforme as especifica¢des da ISO 11.268-2 (ISO 2012) para recriagdo de organismos.

As minhocas foram entdo selecionadas de acordo com o0s seguintes critérios:
minhocas adultas (com clitelo aparente), idade entre 2 meses a um ano e peso corporal entre
250 mg e 550 mg por individuo. Para a multiplicacdo e manuten¢do, as minhocas foram
selecionadas e acondicionadas em caixas plasticas (7,0 dm®) contendo tampas perfuradas
para a troca de gases. Cada caixa recebeu 500 g de substrato composto por esterco equino
seco (peneirado, 2,0 mm) e p6 de fibra de coco seco (2:1). Posteriormente foi adicionado
agua destilada e o pH do substrato para 5,5 - 6,0, para ser inseridas cerca de 300 minhocas
adultas em cada caixa, em um total de 3 caixas. As minhocas foram alimentadas
semanalmente com uma mistura de aveia cozida em flocos grossos e agua destilada na
proporcédo de 1:1 (v/v). As caixas foram mantidas em ambiente com temperatura de 20°C +
2 °C, e fotoperiodo de 12/12h (luz/escuro).

Teste de Fugacidade

Os ensaios de fuga foram realizados de acordo com a ISO 17.512-1 (ISO 2008). Esse
tipo de ensaio € um ensaio subletal rapido que indica a presenca de contaminantes em solos
pelo comportamento de minhocas adultas, como E. andrei, que se movimentam em direcéo
do solo sem contaminantes quando identifica um solo contaminado. Os ensaios de fuga
foram realizados em caixas plasticas (16,7 cm x 11,5 x 6,1, ¢ x | x a), contendo um divisor
de plastico rigido, inserido verticalmente no centro da caixa. Em um lado foi adicionado 250
g de solo SAT contendo as solugdes FilG (100%), FilG+HC [Zapp Qi® (1,5 L ha1)], com 5
repeticdes. No outro lado, o substrato foi umedecido com agua destilada, como controle.
Para 0os ensaios, 10 minhocas adultas previamente lavadas com &gua destilada foram
colocadas sobre a divisdo dentral (na auséncio do divisor). Os recipientes foram fechados
com tampas perfuradas para permitir as trocas gasosas e mantidos isolados por 48 h. Apés
esse periodo, foi contabilizado o niumero de individuos presentes em cada substrato. Os
valores de pH e umidade do solo foram determinados no inicio e ao final dos testes, para

todas as caixas utilizadas.
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Andlise estatistica

Para a anélise dos dados de atividade enzimatica, biomassa fungica e ecotoxicidade
foi realizada a analise de variancia (ANOVA), seguida pela comparacdo de médias pelo teste
de Tukey. Os dados de fitotoxicidade foram transformados em arcsen v (x +0,5), para
correcdo da heterocedasticidade, seguido pela anélise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey. Todas analises estatisticas foram realizadas considerando o nivel de significancia de
5%, com auxilio do software Statistica 10.1 (StatSoft Inc., USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo enzimatica do biocomposto

Na Tabela 3 estdo representadas as quantificacdes de biomassa fingica (g L) e
atividade das enzimas (U mL™) de amilase, celulase, lipase e peroxidase no extrato bruto
gerado a partir de T. koningiopsis. A coloracdo vermelha-arroxeada do extrato representou

a atividade metabdlica e saudavel na producéo de micélios fangicos.

Tabela 3. Biomassa flngica (g L™?) e atividade das enzimas (U mL™) de amilase, celulase,
lipase e peroxidase no extrato gerado a partir de T. koningiopsis. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Biomassa 3,68+0,0
Amilase 0,11+0,0
Celulase 0,07+0,0
Lipase 1,7+0,1
Peroxidase 44,0+0,0

Dados representam médias + DP (n = 3).

Foi observado uma producao de 3,68 g L™* da biomassa fiingica, valores similares ao
obtidos por Camargo et al. (2020). Por outro lado, Klaic et al. (2014) utilizaram alta
concentragéo do meio com glicose (20 g L), peptona (20 g L) e extrato de levedura (7,5 g
L1), o que permitiu uma biomassa maxima de 22 g L*! (Klaic et al., 2014). Em sistemas de
biorreatores, também utilizando meio submerso, Coban & Sargin (2019) verificaram que o
meio contendo 8 g L™ de glicose favorecendo a producio de biomassa do fungo Trichoderma

harzianum 17 +2 g L™,
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No entanto, a alta atividade enziméatica é mais determinante no potencial bio-
herbicida em comparagéo a producéo de biomassa fangica (Bordin et al. 2018). Os autores
verificaram o maior potencial fitotoxico (90%) na area foliar de Euphorbia heterophylla,
com meio de cultura com baixa biomassa flngica (1,85 g L), porém alta atividade das
enzimas amilase e celulase, principalmente, em relagdo aos demais meios testados.

A atividade das enzimas amilase e celulase no extrato bruto de T. koningiopsis foram
de 0,11 U mL? e 0,07 U mL%, respectivamente. Segundo Faria (2020), a glicose influencia
na producdo de celulases, visto que altas concentracfes de glicose reprimem a atividade
dessas enzimas.

As peroxidases totais apresentaram atividade de 44 U mL™, valores similares aos
obtidos por Camargo et al. (2020) e 1,7 U mL" para a atividade das lipases. A alta atividade
de peroxidases pode ocasionar reducdo na atividade de amilases e celulases. Além disso, as
peroxidases presentes no biocomposto atuam na estrutura dos polissacarideos que
constituem a parede celular vegetal, causando estresse e danos nas plantas (Stefanski et al.
2020).

Bordin et al. (2018) reforcam ainda, que, mesmo tendo picos baixos na producédo de
algumas enzimas, do ponto de vista econémico, a producdo do biocomposto ainda €
vantajosa pelos teores encontrados de enzimas que potencializam o efeito bio-herbicida.

Efeito bio-herbicida em plantas de pepino
O biocomposto a base de T. koningiopsis causou severa fitotoxicidade nas plantas de
pepino aos 15 DAT (Figuras 1 e 2, Tabela 2).
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Figura 1. A) Tratamento com biocomposto de T. koningiopsis em plantas de pepino, método
de filtragem do biocomposto, em que, T: testemunho com &gua (3 mL planta™), 1: extrato
filtrado com papel filtro (3 mL planta?), 2: extrato filtrado com gaze (3 mL planta?); 3:
extrato bruto (3 mL planta®); C: controle negativo com meio de cultivo (3 mL planta?), 4:
extrato filtrado com papel filtro + herbicida comercial (3 mL planta® + HC: Zapp Qi®, na
dose de 1,5 L hal), 5: extrato filtrado com gaze + herbicida comercial (3 mL planta™ + HC:
Zapp Qi®, na dose de 1,5 L ha); e 6: extrato bruto + herbicida comercial (3 mL planta™ +
HC: Zapp Qi®, na dose de 1,5 L hal); B) Injuria em plantas de pepino com tratamento de
extrato filtrado com gaze, sintomas caracteristicos do fungo pela necrose do tecido foliar.
Erechim/RS, UFFS, 2020.

Foram observados sintomas de leve despigmentacdo (LD), amarelecimento (AMR),
clorose (CL) e necrose (NC), e despigmentacéo total (TD) das folhas de pepino expostas aos
tratamentos as diferentes filtragens do biocomposto e com a aplicagdo combinada do
biocomposto com o herbicida comercial (Figura 2). Esses sintomas também foram
observados por outros autores em plantas de pepino, descritos por manchas foliares e
amarelecimento das plantas apds aplicacdo do biocomposto produzido a base de Diaporthe
sp. (Souza et al. 2017), além do branqueamento das folhas quando em contato com composto
produzido a partir do fungo Phoma sp. (Klaic et al. 2015).

Os sintomas de LD foram observados, em média, em 38,9% da érea foliar no controle
positivo (HC), e em todos os tratamentos com o biocomposto e biocomposto+HC (Tabela
4). O AML ocorreu com maior intensidade (~26,9%) nos tratamentos contendo o herbicida
comercial (HC, EBt+ HC, FilP+HC, FilPG+HC), em relacdo aos tratamentos contendo
apenas o biocomposto (EBt, FilP, FilG), os quais apresentam, em média 15,9% de

amarelecimento nas folhas de pepino. Além do amarelecimento, aspecto de mucha foi
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relatado em plantas de Curcuma wenyujin (Qian et al. 2013) e em Euphorbia heterophylla
(Reichert Junior et al. 2019), ap6s o tratamento com biomcompostos fungicos.

Sintomas de clorose (CL) foram observados principalmente nos tratamentos com HC
(34,6%) e EBt+HC (31,6%), sendo inferior a 9% nos demais tratamentos, e praticamente
ausente nos tratamentos FilP (0,5%) e FilP+HC (0,3%) (Tabela 4). Ja a necrose foi mais
evitende nos tratamentos contendo EBt (25,2%), FilG (22,2%) e FilG+HC (19,6%). A
necrose promove um dano irreversivel nas folhas, o que também foi verificado em plantas
de E. heterophylla expostas a um biocomposto flngico (Camargo et al. 2020).

Os sintomas acima descritos ocasionaram uma despigmentacéo total das folhas de
pepino entre 92 e 100% para os tratamentos EBt, FilG+HC, EBt+HC, HC; e entre 52,7 a
81,4% para os tratamentoscom FilP, FilG e FilP+HC (Tabela 4). Isso ocasionou uma
reduzida area sadia das folhas de pepino, inferior a 8% para os tratamentos com EBt,
FilG+HC e EBt+HC, chegando a 0% com a aplicacéo de HC.

Apesar de diferentes estudos envolvendo sintomas visuais com a aplicacdo de
biocomposto a base de fungos (Klaic et al. 2015, Souza et al. 2017, Bordin et al. 2018,
Reichert Janior et al. 2019, Camargo et al. 2019, 2020, Stefanski et al. 2020), esse é o
primeiro estudo avaliando o percentual de injurias causados nas folhas apés a aplicacdo de
um biocomposto a base de T. koningiopsis. Cabe destacar ainda que outros trabalhos ja
reportaram a correlagdo positiva entre a ocorréncia de fitotoxicidade e a atividade das

peoxidases (Morra et al. 2018; Yu and Zhang 2013), como observado neste presente estudo.
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Figura 2. Folhas de pepino (15 DAT) tratadas com meio de cultivo (controle negativo),
herbicida comercial (HC, controle positivo), extrato bruto (EBt) de T. koningiopsis, extrato
filtrado com papel filtro (FilP), extrato filtrado com gase (FilG), e os extratos combinados
com o herbicida comercial (Zapp Qi® Qi, 1,5 L ha): Ebt+HC, FilP+HC e FilG+HC. SD,
area sadia; LD, leve despigmentacdo, AML, amarelamento; CL, clorose; NC, necrose;
despigmentacdo total (DT). Erechim, RS, UFFS, 2020.
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A érea sadia das plantas diferiu entre os tratamentos aplicados, sendo de 47,23%para
FilP, 26,92% para FilG, 8,05% para EBt e 0% para o herbicida comercial (HC) (Tabela 4).
Em estudos como o de Todero et al. (2019), também na planta do pepino, essas porcentagens
sdo verificadas para considerar os efeitos fitotoxicos com bio-herbicidas produzidos com
fungos, porém na literatura com o T. koningiopsis, até agora, ndo ha esse tipo de analise

visual para comparacdo dos dados.

Tabela 4: Percentual de sintomas de fitotoxicidade visual foliar. Leve despigmentacéo (LD),
amarelamento (AML), clorose (CL), necrose (NC), despigmentacéo total (TD) e area sadia
(SD) em plantas de pepino (Cucumis sativus), tratadas com bio-herbicida de Trichoderma
koningiopsis, sob diferentes filtragens e combinado com o herbicida comercial Zapp Qi®
(HC, 1,5 L hal), aos 15 dias apds a aplicacdo dos tratamentos. Os controles negativo e
positivo continham apenas meio de cultivo usado na fermentacdo de T. koningiopsis e
herbicida comercial, respectivamente. UFFS, Erechim, RS, 2020.

Percentual de Sintomas (%)

Ensaios LD CL NC AML | DT SD
Controle negativo (Meio de cultivo) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100
Controle positivo (Herbicida) 379 346 2,8 245 100 0,00
Extrato Filtrado Papel 28,6 0,5 3,8 19,7 52,7 472
Extrato Filtrado Gaze 33,2 1,8 22,2 15,7 73,0 269
Extrato Bruto 45,8 8,4 25,2 12,3 91,9 8,0
Extrato Filtrado Papel + HC 49,5 0,3 0,00 316 814 185
Extrato Filtrado Gaze + HC 43,3 6,0 19,6 26,1 95,1 4,8
Extrato Bruto + HC 34,2 31,6 7,9 25,3 99,2 0,7

Acompanhado dos sintomas de fitotoxicidade, a aplicacdo dos bio-herbicidas e/ou
combinacdo com o herbicida comercial ocasionaram alteracbes nas caracteristicas
morfoldgicas de plantas de pepino. A altura das plantas de pepino foi reduzida, em média,
63% para os tratamentos contendo o herbicida comercial (EBt+HC, FilP+HC, FilG+HC e
HC), em relagéo ao controle com meio de cultura (CtMC) (Tabela 5). As maiores reducdes
no diametro do caule foram verificadas nas plantas tratadas com EBt_HC (22%) e FilG+HC
(39%), as quais tiveram praticamente 100% de reducéo no nimero de folhas e reduzido valor
de MSF (0,05 g). Por outro lado, os tratamentos EBt e HC n&o alteraram significativamente
0 NF, porém reduziram em 71,4% a MSF, em relagéo ao tratamento com meio de cultura
(CtMC) (Tabela 5).

As alteragOes observadas no desenvolvimento foliar s&o proporcionais aos sintomas

visuais de fitotoxicidade verificadas nas plantas de pepino. Um dos principais fatores
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limitantes a eficdcia de bio-herbicidas é a limitacdo na absor¢éo foliar pela cuticula da face
adaxial, quando esta é muito espessa (Ferreira et al. 2003; Magiero 2009). Assim, plantas
modelo, como o pepino, com cuticula fina e baixo teor de cera epicuticular permitem uma
caracterizacdo mais precisa do efeito bio-herbicida do composto. As alteragdes
desenvolvimento da parte aérea das plantas de pepino corroboram, ainda com os danos
foliares de 67% e 75% causados por extrato a base de T. koningiopsis aos 7 e 15 dias apds a
aplicacdo do tratamento, respectivamente (Cavalcante et al. 2021). O que confirma o extrato
de T. koningiopsis como potencial bio-herbicida.

A aplicacdo de bio-herbicidas naturais pode, ainda, ocasionar alteragdes desde o
desenvolvimento do hipocétilo e raiz priméria das plantas, como observado por Stefanski et
al. (2020). Os autores verificaram que o extrato de T. koningiopsis produzido com substrato
contendo microalgas, em condi¢des de temperatura e agitacdo mais proximas ao nosso
experimento, apesar de permitir 99% de germinagédo, causaram reducdes de 91 e 59% no
comprimento do hipocétilo e da raiz primaria de plantula de pepino, respectivamente.

Mesmo com a aplicacdo pos emergéncia (10 DAE) dos diferentes tratamentos
contento o extrato de T. koningiopsis, foi possivel observar reducdo significativa no sistema
radicular das plantas de pepino. O comprimento radicular foi reduzido principalmente para
os tratamentos EBt+HC e FilG+HC (~71%), seguido pelos tratamentos HC (66%), EBt
(62%) e FilP+HC (59%), em relacdo ao controle positivo contendo meio de cultura (CtMC).
(Tabela 5). Extratos de Fusarium graminearum causaram reducdo de 100% do CR de C.
sativus aos 21 dias apds a aplicacdo do tratamento (Bastos et al., 2017). Isso demonstra que
0 maior tempo de atuacdo do extrato sobre a planta pode aumentar a eficdcia como bio-
herbicida, como também observado por Cavalcante et al. (2021).
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Tabela 5. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), nimero de folhas (NF),
massa seca da folha (MSF, g), comprimento da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz
(MSR, g), massa seca total (MST, g), e mortalidade de plantas (MP, %) de pepino apds 15
dias da aplicacdo dos tratamentos: dgua (CtA, controle negativo), meio de cultivo utilizado
na fermentacdo do bio-herbicida a base de T. koningiopsis (CtMC, controle negativo),
extrato bruto do bio-herbicida nédo filtrado (EBt), bio-herbicida filtrado com papel filtro
(FilP), bio-herbicida filtrado com gaze (FilG), e a combinagéo do herbicida comercial (HC;
Zapp Qi®, 1,5 L ha*) com EBt (EBt+HC), FilP (FilP+HC), FilG (FilG+HC) e apenas o HC
(controle positivo). UFFS, Erechim, RS, 2020.

Tratamento AP DC NF MSF
CtA 87,7+11,7%a> 5,61+0,3a 2,2+0,4ab 0,11 £ 0,01ab
CtMC 80,8+12,8a 5,33+0,3a 2,4+0,5a 0,14 + 0,03a
EBt 36,4+9,1b 4,46%0,4ab 2,2+0,4ab 0,04 £ 0c
FilP 72,1122 ,0a 4,94+0,6a 2,0+0ab 0,1 +0,04ab
FilG 43,745,6b 4,58+0,8ab 2,0+0ab 0,06 = 0c
EBtT+HC 28,3+3,5b 4,16+0,3ab 0,0+£0c 0,05+0,01c
FilP+HC 30,7+£13,5b 4,39+0,3ab 0,0£0c 0,08 £ 0,01bc
FilG+HC 21,99+135b  3,27+1,8b 1,2+0,0b 0,05 + 0,03c
HC 29,2+5,5b 4,45+0,1ab 2,6+0,5a 0,04 = Oc

CR MSR MST MP
CtA 28,2+0,5ab 0,014+0,003a  0,170+0,02a 0%d
CtMC 32,0+2,3a 0,015+0,003a  0,208+0,04a 0%d
EBt 12,2+1,4cd 0,004+0,006c  0,052+0,01b 80%¢c
FilP 27,5+1,0ab 0,011+0,002ab  0,151+0,06a 40 % cd
FilG 19,745,4bc 0,007+001bc 0,080+0,00b 80%c
EBtT+HC 9,3+3,1d 0,002+002¢c 0,061+0,01b 100 % a
FilP+HC 13,2+2,3cd 0,003+004c 0,093+0,01b 0%Db
FilG+HC 9,3+2,5d 0,003+002¢ 0,060+0,03b 100 % a
HC 10,8+0,5cd 0,002+001c 0,047+0,00b 90%Db

!Dados representam média + DP (n = 5). 2Médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

A producdo de MSR foi serveramente alterada pelos tratamentos, com maiores
reducdes para EBt+HC e HC (~87%), FilP+HC e FilG+HC (~80%) e EBt (73%), em relacao
ao CtMC (Tabela 5). Os efeitos observados na MSR contirbuiram para a reducédo de, em
média, 74% na MST de plantas de pepino tratadas com EBt, EBt+HC, FilG+HC e HC.

O potencial bio-herbicida do extrato a base de T. koningiopsis foi corroborado com
o0s dados de mortalidade de plantas. Mesmo para as plantas de pepino tratadas com FilP, que
apresentaram as menores reduc6es no desenvolvimento das plantas, tiveram mortalidade de
40% apos 15 dias da aplicacdo. Os tratamentos EBt e FilG causaram 80% de MP, seguido
pelos tratamentos FilP+HC e HC, com 90% MP, e EBt+HC e FilG+HC com 100% de
mortalidade (Figura 5).

Os efeitos do T. koningiopsis sobre as plantas apresenta grande importancia

agrondmica, uma vez que fungos desse género atuam como decompositores primarios de
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matéria organica, e se destacam pelo rapido crescimento, esporulacéo profusa, capacidade
de crescimento em diferentes substratos e tolerancia a compostos nocivos (Kubicek et al.
2003, Howell 2003, Harman et al. 2004). Pode-se observar que, tanto os extratos a base de
biomcompostos (EBt e FilG), quanto todos os tratamentos em combinagdo com o herbicida
comercial causaram alta taxa de mortalidade (> 80%) nas plantas de pepino. O controle total
das plantas foi verificado pelos tratamentos EBtT+HC e FilG+HC, o que indica que, mesmo
com a utilizacdo de herbicida comercial, o uso de bio-herbicidas ja reduziria o uso intensivo

dos herbicidas sintéticos e, portanto, a possivel contaminagdo ambiental gerada.

Ecotoxicidade

Devido ao alto controle das plantas de pepino com os tratamentos FilG+HC, além do
filtrado poder ter a escala ampliada, e uma maior facilidade de aplicagdo, os testes de fuga
foram realizados com este tratamento.

Os resultados para o teste de fuga, realizado com o bio-herbicida a base de T.
koningiopsis (FilG) e FilG combinado com o herbicida comercial (HC; Zapp Qi®, 1,5 L ha
1 (FilG+HC), sobre as minhocas da espécie Eisenia andrei estdo demontrados na Tabela 7.

A presenca do biocomposto no solo ndo causou diferenca significativa de migragaoo
das minhocas, em relacdo ao solo contendo apenas agua (CtA) (Tabela 6), o que demonstra
que o biocomposto produzido com T. koningiopsis ndo € agressivo a bioindicadores de
contaminacdo do solo. J& no ensaio contendo uma lateral do solo com FilG+HC e a outra
lateral com CtA foi possivel verificar que apenas 32% das minhocas presentes no substrato
se direcionaram para o solo FilG+HC, enquanto que 68% das minhocas migraram para o
solo referente o tratamento control (CtA), evitando, assim, o solo contaminado. Isso
demonstra que utilizacdo de herbicidas pode causar alteragdes no comportamento dos
organismos. Estudos anteriores reportaram resposta significativa de fuga quando os
organismos foram expostos a altas concentragdes de solucdes a base de glifosato (Buch et
al. 2013; Tonetti et al. 2016). A toxicidade do biocomposto pode, ainda, ser aumentada na

presenca de adjuvantes (Bastos et al. 2017, Pech et al. 2018).
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Tabela 6. Teste de ecotoxicidade com ensaio de fuga de minhocas para os tratamentos com
agua (CtA, controle negativo), biocomposto a base de T. koningiopsis filtrado com gaze
(FilG), e a combinagdo do FilG com o herbicida comercial (HC; Zapp Qi®, 1,5 L hal)
(FiIIG+HC). Erechim/RS, UFFS, 2021.

Tratamento N° de minhocas em N° de minhocas em Organismos
SAT com extrato SAT sem extrato mortos

CtA 58+1,30a 42+130b 0,0

FilG 56+181lab 44+181lab 0,0

FilG+HC 3,2+130b 6,8+130a 0,0

Média geral 4,87 5,13 -

CV (%) 31,8 28,6 -

Dados representam médias (n = 5). SAT = Solo artificial tropical. CV= Coeficiente de varia¢do. HC= Herbicida
comercial (glifosato potassico, Zapp Qi®).

Embora tenha ocorrido uma maior rejeicdo das minhocas ao substrato contendo o
herbicida comercial, ndo foi observada a morte ou alteracbes comportamentais como
auséncia de movimentos e aglomeracdo em pontos especificos (dados ndo mostrados) nos

ensaios realizados.

CONSIDERACOES FINAIS

O fungo T. koningiopsis € um agente promissor de biocontrole devido a sua
capacidade de produzir enzimas que incrementaram a sua acao fitotdxica sob as plantas.

A aplicacdo do biocomposto a base de T. koningiopsis causou mortalidade de até
80% em plantas de pepino.

A combinacdo do biocomposto com o herbicida comercial ocasionou mortalidade de
90 a 100% das plantas de pepino.

O estudo de ecotoxicidade ndo relatou interferéncias comportamentais ou morte aos
microrganismos expostos ao biocomposto.

O biocomposto produzido com T. koningiopsis demonstrou a a¢do potencial como
bio-herbicida; dados relevantes para o setor agricola, na busca de métodos alternativos para

reduzir custos e promover a seguranga alimentar e ambiental.
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CAPITULO 11l

BIO-HERBICIDA DE Trichoderma koningiopsis ASSOCIADO A FORMULAGCOES
COMERCIAIS DE GLIFOSATO

BIOHERBICIDE OF Trichoderma koningiopsis ASSOCIATED WITH COMMERCIAL
FORMULATIONS OF GLYPHOSATE

RESUMO — Um dos maiores desafios da agricultura é o manejo de plantas daninhas
resistentes, devido a diminuicdo da eficiéncia dos herbicidas comerciais manejados muitas
vezes de forma inadequada. Diante disso, o objetivo foi avaliar o efeito do bio-herbicida
produzido a base de Trichoderma koningiopsis associado a diferentes doses de trés
formulacdes comerciais de glifosato (sal isopropilamina, sal de aménio e sal potéssico), nas
carateristicas morfofisiol6gicas em plantas daninhas de verdo e na cultura da soja. Adotou-
se 0 delineamento experimental inteiramente casualizado, com 5 repeti¢des, onde as plantas
daninhas do leiteiro e papud foram cultivadas nos vasos de 500 mL em casa de vegetacédo.
Os tratamentos consistiram em manter as plantas testadas na presenca e auséncia do bio-
herbicida produzido com o fungo T. koningiopsis de forma isolada e associado a 10, 20, 50,
70, 90, 100% da dose recomendada pelo fabricante dos herbicidas testados, foram aplicados
16 dias ap0s a emergéncia (DAE) e avaliados aos 7 e 15 dias apds o tratamento (DAT). As
sementes foram coletas em lavouras do municipio de Estacdo/RS em 2020 e o experimento
foi conduzido na UFFS, Campus Erechim/RS. Foram amostradas e analisadas 5 plantas em
cada unidade experimental, com vistas a avaliacbes morfoldgicas da altura de plantas,
comprimento e diametro de raizes e colmo e massa. Foram analisadas outras 5 repeticdes
para determinar os efeitos fitotoxicos visuais nas folhas submetidas aos respectivos
tratamentos. O bio-herbicida mostrou-se eficiente no controle de plantas daninhas. N&o ouve
danos fitotoxicos significativos na cultura da soja e o controle das plantas daninhas foi
eficiente em até metade da concentragdo da dose recomendada dos trés herbicidas testados

guando associados ao T. Koningiopsis.

Palavras-chave: bio-herbicida, biocontrole, controle alternativo de plantas daninhas,

fitotoxicidade.
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ABSTRACT - One of the biggest challenges of agriculture is the management of resistant
weeds, due to the loss of efficiency of commercial herbicides often handled inadequately.
Therefore, the objective was to evaluate the effect of the bioherbicide produced based on
Trichoderma koningiopsis associated with different doses of three commercial formulations
of glyphosate (isopropylamine salt, ammonium salt and potassium salt), on
morphophysiological characteristics in summer weeds and in soybean crop. The
experimental design was adopted completely randomized, with 5 replications, where the
leiteiro and papua weeds were cultivated in the pots of 500 mL in a greenhouse. The
treatments consisted of keeping the plants tested in the presence and absence of the
bioherbicide produced with the fungus T. koningiopsis alone and associated with 10, 20, 50,
70, 90, 100% of the dose recommended by the manufacturer of the herbicides tested, were
applied 16 days after emergence (DAE) and evaluated at 7 and 15 days after treatment
(DAT). The seeds were collected in crops in the municipality of Estacdo/RS in 2020 and the
experiment was conducted at UFFS, Campus Erechim/RS. Five plants were sampled and
analyzed in each experimental unit, with a view to morphological evaluations of plant height,
length and diameter of roots and stem and mass. Another 5 replications were analyzed to
determine the visual phytotoxic effects on the leaves submitted to the respective treatments.
The bioherbicide proved to be efficient in weed control when isolated. No significant
phytotoxic damage is heard in soybean crop and weed control was efficient in up to half the
recommended dose concentration of the three herbicides tested when associated with T.

Koningiopsis.

keywords: bioherbicide, biocontrol, alternative weed control, phytotoxicity.

INTRODUCAO

As plantas daninhas (PD) de Euphorbia heterophylla (leiteiro) e Brachiaria
plantaginea (papud) afetam frequentemente a cultura da Glycine max (soja), sendo
importante que sejam controladas dentro do periodo considerado como critico de prevencéao
a interferéncia (Galon et al., 2008). No caso de B. plantaginea, estas PD exercem forte
competicdo com as culturas pelos nutrientes essenciais (0s quais quase sempre estdo em
quantidades inferiores as necessidades das culturas no solos) ndo permitindo que a cultura
expresse todo o seu potencial produtivo (Fleck, 1996), podendo ocasionar a reducao de até

90% na produtividade caso nenhum controle seja realizado (Merotto Jr. et al., 1997).
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Entretanto, 0 uso demasiado e incorreto de herbicidas quimicos permitiu o
surgimento de bidtipos resistentes a diversos mecanismos de agao (Vidal, Lamego e Trezzi.
2006), existindo atualmente 519 casos de diversas PD resistentes a herbicidas no mundo,
além do crescente surgimento de casos de resisténcia cruzada ou multipla a varios
mecanismos de acdo (Heap, 2021).

Em sistemas de plantio direto, a E. heterophylla também tem sido de dificil controle
no Brasil, por ser tolerante ao glifosato e com resisténcia multipla aos herbicidas inibidores
de ALS e de PROTOX, além disto sdo espécies fotoblasticas negativas que encontraram
ambiente ideal para seu desenvolvimento (Vargas et al., 2013; Xavier et al., 2013; Prigol et
al., 2014). No estudo de Vidal e Fleck (1997), este problema ja era alertada através de
previsdes matematicas que indicavam alto risco de ocorréncia de resisténcia em areas com
alta infestacdo de plantas daninhas, principalmente quando usados herbicidas cujos
mecanismos de acao ja apresentam historico de alta frequéncia inicial do alelo de resisténcia.

Para realizar um manejo eficiente de plantas daninhas é fundamental conhecer sua
biologia, seus habitos e riscos as culturas para entdo definir estratégias mais sustentaveis,
eficientes e econébmicas para seu manejo, controle e erradicacdo. De modo geral, o glifosato
é um dos herbicidas mais utilizados, tanto na dessecacdo como também no controle de
plantas daninhas em lavouras de soja no Brasil, em especial a tecnologia Roundup Ready®.
O glifosato ainda é uma tecnologia importante no manejo de PD, pois é de amplo espectro
de acdo; apresenta translocacdo via floemasimplastica atuando também sobre partes
subterraneas das plantas; previamente ocorre paralisacdo do crescimento logo apds
aplicagéo; contudo possui atividade herbicida lenta onde a morte das plantas tratadas ocorre
entre 7 e 21 dias, assim caracterizando o grupo G de herbicidas, inibidores da EPSPs (enol-
piruvil-shikimato-fosfato sintetase) (Christoffoleti e Lopez-Ovejero, 2008).

Tendo em vista 0s impactos ambientais e a necessidade do controle das plantas
daninhas resistentes, surge uma crescente demanda por produtos alternativos que sejam
menos agressivos a salde humana e ao meio ambiente, as associagdes de controle bioldgico
com 0 quimico caracterizam o controle integrado de pragas e doencas, tornam-se uma
ferramenta importante para o manejo das plantas resistentes sem afetar fortemente o
equilibrio ecologico (Dayan e Duke, 2014; Zhou et al., 2004).

Cabe salientar que a utilizacdo de herbicidas comerciais associados a bioprodutos
pode ser uma boa alternativa para o controle de plantas infestantes, especialmente porque

algumas espécies ja apresentam resisténcia a certos herbicidas comercializados (Bajwa,
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Mahajan e Chauhan, 2015; Duke e Powles, 2009; Gealy, Mitten e Rutger, 2003; Givens et
al., 2009). Entretando € necessario avaliar se os herbicidas nao interfiram na eficiéncia do
bioproduto, bem como o inverso.

Portanto essa pesquisa tem como hipdtese que bio-herbicidas podem resultar em
efeitos sinérgicos quando associado a herbicidas comerciais, possibilitando a reducdo nas
doses recomendadas no controle das plantas daninhas de E. heterophylla, B. plantaginea, e
na cultura da G. max. Diante disso, 0 objetivo foi avaliar o efeito do bio-herbicida produzido
a base de T. koningiopsis associado a diferentes doses de trés formulacdes de herbicidas
comerciais (Roundup Original - sal isopropilamina, Roundup WG - sal de amonio e Zapp
Qi® - sal potassico), nas carateristicas morfofisiolégicas de plantas daninhas e cultivadas,

em casa de vegetacao.

MATERIAL E METODOS

O bio-herbicida a base de Trichoderma koningiopsis (Cédigo do Cadastro SISGEN
- AB675F0), foi produzido por fermentacdo submersa conforme metodologia descrita por
Souza et al. (2017) e Reichert Junior et al. (2019). A otimizacdo da producdo do bio-
herbicida seguiu os parametros descritos por Bordin et al. (2018), com 3,00 g L* de glicose,
0,75 g L't de peptona e 0,37 g L™ de extrato de levedura. As fermentacdes foram realizadas
a uma temperatura de 28 °C em agitador orbital, “Shaker” (Starf FT38, Fortinox, Brasil), sob
agitacdo de 120 rpm, por 72 horas.

O substrato utilizado para o preenchimento das unidades experimentais (vasos de 500
mL) foi provido da mistura cama de aviario e humus de minhoca (1:1). O periodo de
conducéo do experimento foi no ano agricola 2019/20. O Trabalho foi desenvolvido em casa
de vegetacao da Agroecologia, pertencente a Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus
Erechim/RS, na seguinte localizacdo geografica -27°72°72.42”S e -52°28°76.99”0.

Previamente na instalacdo do experimento, foi coletada amostra do substrato e
enviada para analise, foi classificado classe textural média (IN 02/2008 - MAPA, Tipo 2,
areia: 36,25 %; argila: 33,75%; silte: 30 %), com as seguintes caracteristicas: pH (agua) =
7,26; matéria organica = 21,3%; argila = 31%; P = 50 mg dm; K = 18,25 mg dm™; Ca +2
=17 cmole dm=; Mg+2 = 8 cmolc dm™3; Al+3 = 0 cmolc dm=; H + Al = 0,96 cmolc dm™®; e
CTCefetiva = 27,62 cmolc dm™.

Sementes de Euphorbia heterophylla L. e Brachiaria plantaginea (Link) Hitchc.,

foram coletadas na safra do ano agricola de 2019/2 em Estacdo (RS, sul do Brasil), e
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armazenadas imediatamente no banco de sementes do Laboratério de Agroecologia
(geladeira, £2°C), de tal maneira que alteracdes na qualidade da semente sejam as minimas
possiveis (dorméncia, grau de umidade e porcentagem de germinagdo) conforme descrito
nas Regras para analise de sementes, RAS (Brasil, 2009). A identidade das plantas foi
confirmada pelo Balduino Rambo Herbario da Universidade Regional Integrada em
Erechim, sul do Brasil (E. heterophylla: HBPR N° 12.376 e B. plantaginea: HBPR N°
12.377).

Foram utilizados vasos com capacidade de 0,5 dm®e semeadas seis sementes das
plantas daninhas de Euphorbia heterophylla (leiteiro) e Brachiaria plantaginea (papud),
esendo ap6s mantida uma plantula por vaso. Foi realizado o encharcamento das sementes
com agua morna a fim de garantir a germinacdo e emergéncia da cultura. A semeadura foi
realizada no dia 04 de janeiro de 2020. As irrigacbes foram feitas diariamente por
microaspersdo, de forma a suprir as exigéncias hidricas das plantas.

O delineamento adotado foi inteiramente casualizados (DIC), com nove tratamentos
e dez repeticdes. Os tratamentos incidiram no uso de trés herbicidas pds-emergentes com
ingredientes ativos diferentes e concentrac6es fracionadas (10, 20%, 50%, 70%, 90%, 100%
da dose recomendada pelo fabricante) em associagdo com a dose de 3 mL do bio-herbicida
de T. koningiopsis, tendo, um controle positivo somente com o bio-herbicida e outro controle
positivo com o herbicida na dose recomendada, e uma testemunha (controle negativo) com

a aplicacdo do meio de cultivo utilizado na fermentacdo submersa do fungo (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentracbes de herbicidas formulados com base da dose recomendada
dependente do estadio de desenvolvimento da planta infestante, com diluicdo para mL ha*
ou g ha’. DiluigBes de herbicidas formulados com base da dose recomendada considerando
o volume de calda de 3 mL por planta em vaso cultivado (n = 10). Erechim/RS, 2020.

PRODUTO Fracdo de doses de herbicida

i COMERCIAL ~ 10%  20% 50% 70% 90%  100%
Roundup 240 600 1200 1800 2160 2400
Original 0,14 0,36 0,72 1,08 1,29 1,44
G. max Roundup 75 1875 375 5625 675 750
(soja) WG 0,04 0,11 0,22 0,33 0,40 0,45
. 150 375 750 1125 1350 1500
ZppQI® 5609 022 045 067 081 090
Roundup 400 1000 2000 3000 3600 4000
Original 0,24 0,6 1,2 1,8 2,16 2,4
E. heterophylla  Roundup 150 375 750 1125 1350 1500
(leiteiro) WG 0,168 042 084 126 1512 1,68
Zapp QI® 280 700 1400 2100 2520 2800
0,09 0225 045 0675 081 0,9
Roundup 100 250 500 750 900 1000
Original 0,06 0,15 0,3 0,45 0,54 0,6
B. plantaginea  Roundup 50 125 250 375 450 500
(papud) WG (g) 0,09 0,225 045 0675 0,81 0,9
Zapp Qi® 150 375 750 1125 1350 1500
(mL) 0,03 0,075 0,15 0,225 0,27 0,3

*Dose padrdo recomendada pela bula do produto sem adi¢do de T. koningiopsis (menores doses para a fase
inicial de desenvolvimento). **Plantas cultura, tem as dosagens respectivamente as maiores recomendadas
possiveis. PD= Planta daninha.

Os alto nimero de casos registrados de resisténcias a herbicidas em PD de E.
heterophylla e B. plantaginea, corroboram na escolha dos herbicidas a testados, foram
utilizados 3 produtos herbicidas do grupo G (Christoffoleti e Nicolai, 2016), inibidores da
EPSPs (enol-piruvil-shikimato-fosfato sintetase), com diferentes formulacdes: Roundup
Original (Sal isopropilamina), Roundup WG (Sal de aménio) e Zapp Qi® (Sal potassico)
(Monsanto, 2011; Monsanto, 2020; Syngenta, 2020).

Dentro do periodo de 11 a 27 dias apos a emergéncia (DAE), periodo recomendado
para o controle de B. plantaginea (Galon et al. 2008), aos 16 dias foi realizada a aplica¢do
dos tratamentos (DAT). A pulverizagdo ocorreu manualmente com auxilio de borrifador. Os
tratamentos foram aplicados a 15 cm do alvo, com velocidade de passada de 1 m s com 4
borrifadas equivalentes a 3 mL da calda aplicada diretamente na parte aérea de cada planta.
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Caracteristicas Visuais

As avaliagdes visuais de fitointoxicagdo ocorreram aos 31 DAE das plantas de E.
heterophylla e B. plantaginea. Para quantificar a fitointoxicacdo utilizou se uma escala
percentual (MP) de notas variando entre 0 (zero) a 100 (cem), onde O implica auséncia de
quaisquer sintomas e 100 a morte de plantas (Shcpd, 1995; Frans & Crowley, 1986) (Tabela
2).

Tabela 2. Escala percentual de fitotoxicidade em relacdo as injurias foliares apresentadas
pelas plantas de pepino. Erechim/RS, 2020.

% DESCRICOES DAS DESCRICAO DETALHADA
CATEGORIAS PRINCIPAIS DA FITOTOXIDADE NA CULTURA
0 Sem efeito Sem injdria ou reducédo
10 Leve descoloracédo ou atrofia
20 Efeito leve Alguma descoloracao ou atrofia, ou perda por atrofia
30 Injaria mais pronunciada, mas ndo duradoura
40 Injdria moderada, mas normalmente com recuperacao
50 Efeito moderado Injaria mais duradoura, recuperacdo duvidosa
60 Injaria duradoura, sem recuperagéo
70 Injdria pesada, reducédo de estande
80 Efeito severo Cultura préxima da destruicao (poucas sobreviventes)
90 Raramente restam algumas plantas
100 Efeito total Destruicdo completa da cultura

AvaliacBes de altura de plantas ocorreram também aos 31 DAE, sendo essa variavel
resultante das medias de cinco das plantas em cada unidade experimental. Os resultados
foram comparados com a testemunha, preparada nas mesmas condicGes de substrato.

Para efeito de avaliacdo os tratamentos foram transformados pelo critério da
proporcionalidade obtidos através da relagdo entre o tratamento e a testemunha. Apo6s
transformacdo, os tratamentos foram analisados quanto aos efeitos na haste e no sistema
radicular das plantas. Com base nos valores obtidos, foram atribuidos sinais para definir se
houve efeito de inibigéo, efeito nulo ou efeito de crescimento. As classificagbes foram
utilizadas na selecdo dos tratamentos que apresentaram efeito inibitorio no crescimento e
desenvolvimento das plantas testes em todas as analises realizadas. Os dados da variavel
fitotoxicidade de plantas aos 07 e 15 DAT foram transformados em arcsen V (x +0,5), a fim

de se corrigir a heterocedasticidade.
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Para avaliacdo da injuria (dano) foliar foi utilizado o programa Compu Eye, Leaf &
Symptom Area (Bakr, 2005) com o auxilio cdmera digital (Celular Sansung A3-2015,
camera de 13 MP) para a area total de sintomas visiveis (%) de leve despigmentacao (LD),
clorose (CL), necrose (NC), amarelamento (AML) arroxeamento (ARX), despigmentagéo

total da planta (DTP) e porcentagem de folha sadia (SD).

Caracteristicas Morfologicas

Aos 15 dias apos tratamento (DAT; ou 31 DAE) foi realizado o corte das plantas na
base da haste, separando-se a parte aérea das raizes, sendo o sistema radicular lavado a fim
de retirar o excesso de solo. As amostras da parte aérea e raizes foram colocadas em sacos
de papel devidamente identificados e encaminhados para o Laboratério de Agroecologia,
onde foram seccionadas em estufa com circulacdo forcada de ar (400-5ND, Ethik
Technology, Brasil) a 65°C por um periodo de 72 h, no qual foi suficiente para que estas
amostras alcangassem peso constante para mensuragdo da massa seca.

Para as analises morfoldgicas da parte aérea as plantas foram consideradas: altura
(AP, cm) com auxilio de fita métrica, comprimento e didmetro de caule (DC, mm) com
auxilio de paquimetro digital, nimero de n6s (NN) e nimero de folhas (NF); didmetro médio
de raiz (DMR, mm), do comprimento da maior raiz (CMR, cm) e massa seca da raiz (MSR).
A éarea foliar (AF, m?) é calculada pelo software de Bakr (2005); massa seca de folhas (MSF,
g), massa seca de caule (MSC, g) e massa seca de raiz (MSR, g); A partir desses valores foi
possivel calcular a massa seca da parte aérea (MSPA = MSF + MSC) e massa seca total
(MST = MSPA + MSR). A partir dos dados de area foliar e massa seca da planta foram
calculados a &rea foliar especifica (AFE = AF/MSF), razdo de area foliar (RAF = AF/MST)
e razdo entre a MSR e a MSPA (MSR/MSPA).

Anélise estatistica.

Efetuou-se andlise de variancia (ANOVA) nos dados, quando constatada
significancia para determinada varidvel-resposta, procedeu-se a comparacgdo dos tratamentos
por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade com a utilizag&o do software Statistica
10.1 (StatSoft Inc., USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A seguir os resultados obtidos neste estudo demonstram os efeitos causado pelo bio-
herbicida a base de T. koningiopsis associado a diferentes formulacGes de glifosato
(Roundup Original, Roundup WG e Zapp Qi®), sobre a cultura G. max e nas plantas
daninhas de E. heterophylla e B. plantaginea.

Efeitos do bio-herbicida associado a herbicidas na curtura da soja

Nas Figuras 1, 2 e 3 sdo observados os efeitos dos tratamentos aplicados em plantas
da soja. Em todos 0s ensaios o tratamento controle ou testemunha, caracterizada pela
aplicacdo do meio de cultivo somente, ndo apresentou nenhum tipo de efeitos ou injurias na
cultura, sendo esta utilizada como parametro para pigmentacao caracteristica de planta sadia.

Apds a apliacacdo dos tratamentos realizados foram avaliados sintomas nas folhas
das planatas como leve despigmentacgéo (LD), clorose (CL), necrose (NC) e amarelamento
(AML) do tecido foliar.

Apesar da culivar utilizada neste experimento ser resistente ao glifosato algumas
injurias foram observadas aos 16 DAT resultando que, a associa¢do dos produtos formulados
por sais de isopropilamina, amonio e potéssico, em determinas doses com o bio-herbicida,
podem causar fitoxiciadde na cultura, mas sem danos irreversiveis ou prejudiciais para o seu

desenvolvimento vegetativo.
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Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo A

(Meio de Cultura) (Fungo T. koningiopsis) (Dose recomendada RO)

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentracéo de 50%
do produto RO do produto RO do produto RO

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentracdo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto RO do produto RO Roundup Original (RO)

Figura 1. Comparacdo das lesGes observadas em folhas de G. max (soja), tratadas com meio
de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas diluicdes de bio-herbicida com herbicida

comercial Roundup Original (Sal isoprolamina) sobre a dose de 2,4 L ha', realizadas aos 16

DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.




69

Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo B
(Meio de Cultura) (Fungo T. koningiopsis) (Dose recomendada WG)

060

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentracéo de 50%
do produto WG do produto WG do produto WG

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentracdo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto WG do produto WG Roundup WG (WG)

Figura 2. Comparacao das lesGes observadas em folhas de G. max (soja), tratadas com meio
de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas diluicdes de bio-herbicida com herbicida

comercial Roundup WG (Sal de am6nio) sobre a dose de 0,75 Kg hal, realizadas aos 16

DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.
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Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo C
(Meio de Cultura) (Fungo T. koningiopsis) (Dose recomendada ZQi)

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentracéo de 50%
do produto ZQi do produto ZQi do produto ZQi

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentracdo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto ZQi do produto ZQi Zapp Qi (Zqi)

Figura 3. Comparacdo das lesGes observadas em folhas de G. max (soja), tratadas com meio
de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas dilui¢des de bio-herbicida com herbicida
comercial Zapp Qi® (Sal potassico) sobre a dose de 1,5 L ha™, realizadas aos 16 DAT.
Erechim/RS, UFFS, 2020.

Na Tabela 3 é observado a representacdo da area de sintomas em porcentagem, de
forma que no controle negativo realizado com o meio de cultura é mensurado um total de

99,2 % de folha sadia com uma leve despigmentacédo de apenas 0,8 %.
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Tabela 3: Sintomas de fitotoxicidade visual foliar pela leve despigmentagéo (LD), clorose
(CL), necrose (NC), amarelamento (AML), despigmentacéo total da planta (DTP) e sadia
(SD), em G. max (soja) (meio de cultivo, controle), tratadas com bio-herbicida de
Trichoderma koningiopsis (TK), combinacdo do extrato com o herbicidas comerciais
Roundup Original (RO), Roundup WG (WG) e Zapp Qi® (ZQi), realizadas aos 16 DAT.
Erechim/RS, UFFS, 2020.

Percentual de sintomas (%)
LD CL NC AML DT SD

Tratamento

Controle negativo
(Meio de cultura)
Controle positivo Tk
(T. koningiopsis)

0,8 0,00 0,00 0,00 0,8 99,2

13,4 0,00 0,00 4 17,4 82,6

Tk + RO 10% 35,2 0,1 0,7 13 49 o1

Tk + RO 20% 19,8 7 10,9 19,7 574 426
Tk + RO 50% 27,4 0,6 2,1 21,7 51,8 48,2
Tk + RO 70% 24,7 0,6 0,6 248 50,6 494
Tk + RO 90% 16,3 156 17,6 148 643 357
Tk + RO 100% 18,7 118 15,9 12 585 415

Controle Positivo A

(RO 100%) 29,5 0,00 0,2 22 51,7 48,3
Tk + WG 10% 29 0,00 0,1 25 54,1 45,9
Tk + WG 20% 24,4 0,00 0,2 28 52,6 47,4
Tk + WG 50% 326 0,00 0 18,2 50,8 49,2
Tk + WG 70% 17,3 8,6 8,3 29,4 63,6 36,4
Tk + WG 90% 27,5 1 3,5 17,2 49,2 50,8
Tk + WG 100% 24 0,00 0,00 8,7 32,8 67,2
Controle Positivo B

(WG 100%) 20 11,5 0,8 13,3 45,6 54,4
Tk + ZQi 10% 17,2 0,00 0,3 2,5 20 80
Tk + ZQi 20% 25,8 0,00 0,00 7 32,8 67,2
Tk + ZQi 50% 39,6 0,00 0,00 15,6 55,3 447
Tk + ZQi 70% 13,7 1,1 1,7 24,2 40,6 59,4
Tk + ZQi 90% 22,2 0,1 0,7 122 352 64,8
Tk + ZQi 100% 52,2 0,00 0,1 105 62,7 37,3

Controle Positivo C

(ZQi 100%) 23,9 1,7 5,3 139 449 551

O controle positivo realizado com somente o bio-herbicida resultou em uma LD de
13,4 % somada a 4% de amarelecimento AML e totalizando 17,4% de despigmentagé&o total,
mas por outro lado, ainda 82% da folha demonstrou-se sadia.

Os controles positivos realizados com a aplicacao isolada dos herbicidas comerciais,
constataram despigmentacdo total de 45,6% para Roundup WG (WG), 51,7% para o
Roundup Original (RO) e 55,1% ao Zapp Qi® (ZQi), o que demonstra que séo sintomas que
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ocorrem normalmente ap6s a aplicacdo, mas que evidentemente a planta passara por
recuperacao ao longo do seu perio vegetativo (Reis et al., 2010).

Ja no teste com o herbicida Roundup WG, a maior porcentagem de DT esta na
concentracdo de Tk+WG70% que é de 63,6%, porém os danos fitotoxicos pelos sintomas de
CL e NC séo pouco presentes quando associado com o bio-herbicida. Também é observado
deforminadades nas folhas sobre a concentracdo total da dose do produto (Tk+WG100%),
representando que a associacdo da dose recomendada plea bula com o bio-herbicida deve
ser realizada com cautela.

As concentragOes abaixo de Tk+RO70% apresentaram efeitos semelhantes aos
tratamentos controle quanto aos sintomas fitotoxicos observados, oque demonstra o
potencial de uso em combinacdo com o produto comercial, com vistas a reducdo das
concentragdes de uso dele, desde que essas sejam eficientes no controle de plantas daninhas.

Observa-se nos ensaios de associagdo do bio-herbicida, com o produto comercial
Zapp Qi®, é perceptivel que danos por NC séo quase inexistentes (Figura 3), em que o dano
mais severo é atribuido ao tratamento Tk+ZQi70% com 1,7% e AML com 24,2%, mas com
um total de folha sadia de 24,2%. Estes resuldados das avalia¢fes visuais, sdo corroborados
pelas analises morfologigas apresentadas nas Tabela 4, 5 e 6 para 0s respectivos herbicidas
comerciais Roundup Original, Roundup WG e Zapp Qi®.

Os resultados demonstraram que nas avaliagOes, o tratamento de Tk + Roundup
Original e Zapp Qi® acima das concentracdes de 70% apresentaram um menor nimero de
folhas quando comparado a sua testemunha e ao tratamento com Roundup WG, porém o seu
indice de matéria seca da parte aérea foram maior que o tratamento com Zapp Qi® e nao
diferiram entre si nas 8 dosagens estudadas. Assim, dosagens do Glifosato referentes a
recomendada pelos fabricantes dos respectivos herbicidas (100%), independente da
formulacdo utilizada promovem efeitos fitotoxicos em soja RR, associados ou ndo com o
bio-herbicida, os quais sdo mais acentuados nas formula¢des Roundup (Sal isopropilamina
e Sal de aménio).

Segundo a analise de variancia, ndo houve diferencas significativas ao nivel de 5%
de probabilidade para as variaveis notas de mortalidade de plantas (MP), tanto na
formulacéo, dosagens e na interagéo destas com o bio-herbicida, além da variavel de controle
(testemunhas).

Além da menor fitoxidade observada pelo aspecto visual, os resultados

demonstraram que o Roundup WG, ao contrario do Roundup Original e Zapp Qi®,
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apresentou uma efeitos severos nas variaveis morfolégicas quando comparado o0s
tratamentos e as testemunhas. Entre tanto, os dados observados para todos os tratamentos
ndo apresentam tendéncia de comprometimento ao desenvolvimento vegetativo da cultura
da soja.

As plantas do experimento estavam entrando em estédio de florescimento (R1), antes
da coleta, e deacordo com o estudo de Potafds (1997), as plantas em R2 j& tém 43 a 56 cm
de altura e estdo nos estadios V8 a V12. Nesta fase experimenetal, a planta acumula cerca
de um quarto de sua matéria seca final, chegando a obtermetade de sua altura final e
desenvolve-se cerca da metade do nimero total de nés.

Apartir deste estadio vegetativo (R1) é observado o inicio de um periodo de rapido e
constante acimulo diario das taxas de matéria seca e nutrientes, que continuara até logo apds
0 estadio R6, onde ocorre 0 maximo de acumulo de matéria seca, no momento da frutificacdo
e pleno enchimento dos grdos. Aparentemente, pela aceleracdo metabolica das atividades
energéticas da planta, toda fitoxicidade causada pelo bio-herbicida pode ser recuperada pelo
vegetal, com tudo as dosagens de até 90% para todos as formulacdes testadas causaram
menor fitoxicidade que as doses recomendadas pelo fabricante. Este fato pode permitir a
utilizacdo combinada do controle bioldgico e quimico, redunzido as doses de aplicacdo o
que contribui para questdes de contaminacdo ambiental e uso excessivo dos herbicidas além
de poder realizar o controle de plantas daninhas eficientemente.

Apenas na formulacéo de sal potassico, que apartir de Tk +ZQi70% os teores de MST
(matéria seca total) foram inferiores que a testemunha, de 0,828 g para 1,017 g,
respectivamente. Indo de encontro ao estudo de Reis et al. (2010) que observam existir
diferencgas de R1 para R2 no teor de matéria seca quando testadas dosagens de 1,5 e 2,0 Kg
hale.a. J4, Mendes et al. (2007) e Santos et al. (2007) observam de que a matéria seca de
plantas de soja RR tratadas com o herbicida glifosato quando elas se encontravam no mesmo
estadio R1, ndo encontraram diferenca significativa ao longo do estadio vegetativo pela
aplicacéo de diferentes doses.

Avaliando o comportamento da altura da parte aérea da planta, percebe-se que estes
ndo apresentaram diferencgas entre os tratamentos com as testemunhas, bem como com as
analises dos dados referentes ao sistema radicular para o comprimento diametro e peso da
materia seca das raizes.

De acordo com Reis et al. (2010), o efeito do Glifosato s6 é evidente em plantas ndo

tolerantes a esta substdncia. Assim, até na maior concentracdo testada para as trés
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formulagdes mesmo associadas com o bio-herbicida, os efeitos fitotxicos em soja RR ndo
sdo acentuados, ndo diferindo da testemunha, pois haverd uma continuidade do
desenvolvimento vegetativo pelo crescimento da haste principal que lancara novos ramos
laterais nas plantas injuriadas.

Por tanto, pode se inferir que o bio-herbicida associado aos produtos comerciais
testados, independente da formulacdo utilizada, ndo séo téxicos a cultura da soja, pois ndo
ocorreu injurias que comprometessem seu desenvolvimento vegetativo. Assim, o controlo
biolégico com o bio-herbicida a base de T. koningiopsis demontra-se como uma ferramenta

eficiente.
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Tabela 4. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), nimero de folhas (NF), area folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didmetro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de G. max (soja) (meio de cultivo, controle), tratadas com bio-herbicida
de Trichoderma koningiopsis (TK), combinacéo do extrato com o herbicida comercial Roundup Original - sal isopropilamina (RO), e 0 RO
isoladamente na dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Estacao/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF
Controle 24 ¥69a 4712 +16a 0,738 £04ab 154 +19b 212 +18ns 244,71 *34,8ns 105 +56,9 a 0,05 +0,07c
Tk 32,06 *x14a 455 *06a 0876 £0,2a 13,6 *0,9ab 34,5 *3/4ns 25558 *253ns 1249 *652a 0,286 +0,05hb
Tk+RO 10% 29,26 #5,1a 4,17 #*08a 0514 £0,3b 14,8 *26ab 24,1 *8,2ns 183,74 *715ns 79,83 *161,4ab 0,303 *0,04a
Tk+RO 20% 32,78 #32a 3,82 #09a 0,537 £0b 13,8 *0,4ab 38,6 +55ns 240,78 *58,7 ns 108 94,2 a 0,358 +0a
Tk+RO50% 28,12 *6a 331 x04a 0427 £0bc 14,2 *15ab 285 *49ns 296,88 *38,3ns 100,4 *54,0a 0,284 +0,02b
Tk+RO70% 24,14 *44a 3,46 *08a 0406 £0,1bc 124 *25b 27,1 %#7,3ns 226,16 *76,7ns 1006 *77,1a 0,27 +0,02c
Tk+RO90% 23,22 *6a 338 #0,4a 0,371 +0,1c 14,2 +31ab 21,8 +3,1ns 212,41 *111ns 88,34 *50,2ab 0,247 =0,03b
Tk+RO 100% 28,44 #22a 3,99 #*02a 0464 £02bc 17,4 *1,1a 19,7 #7,2ns 169,92 +89ns,3 63,71 +1658b 0,31 +0,01a
RO 100% 245 *#42a 389 #*04a 0,393 +02c 136 *11ab 22,0 #50ns 231,06 +103ns 83,97 +1947ab 0,262 +0,02b
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP
Controle 2,27 +0,1ab 1826 +8,2ns 0,278 +£0,11ab 48 +04ns 0,739 +0,2a 0,37 #0,09a 1,017 0,26 ab 0% a
Tk 234 x04a 17,74 #41ns 0419 £0,06a 54 *05ns 1,077 £0,2ab 0,39 +0,07a 1,496 *0,18a 0%a
Tk +RO 10% 256 x04a 20,22 #85ns 0,319 £0,11ab 52 *1,1ns 0,817 +0,1ab 0,39 #0,1a 1,136 +0,23 ab 0%a
Tk +RO 20% 249 x0,8a 19,88 #49ns 0,366 £0,14ab 5 *0,7ns 0,895 *0,3ab 0,41 +0,05a 1,262 +0,45ab 0%a
Tk +RO 50% 2,07 +0,5ab 19,92 +33ns 03 *008ab 54 *05ns 0,711 *0,1ab 0,42 +0,06a 1,011 #0,2ab 0%a
Tk +RO 70% 1,82 +08b 16,7 *1ns 0,303 +£0,09ab 54 *13ns 0,676 £0,2b 047 *0,12a 0,979 *0,29ab 0%a
Tk +RO 90% 2,39 #0,3a 15,78 #42ns 0,216 £0,05b 54 *05ns 0,618 +0,2b 0,36 *0,06a 0,834 +0,23b 0%a
Tk+RO 100% 2,46 #04a 20,24 *52ns 0,263 +0,03ab 58 *0,8ns 0,774 £0,2ab 0,35 *#0,08a 1,036 *0,17 ab 0%a
RO 100% 19 *03b 16,16 #16ns 0,254 £0,04ab 58 #04ns 0655 +0,1b 0,39 +0,06a 0,909 #0,14b 0%a

Dados representam média £ DP (n = 5).  médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. ™ néo significativo a p<0,05.
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Tabela 5. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), nimero de folhas (NF), &rea folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de G. max (soja) (meio de cultivo, controle), tratadas com bio-herbicida
de Trichoderma koningiopsis (TK), combinagao do extrato com o herbicida comercial Roundup WG - sal de aménio (WG), e 0 WG isoladamente
na dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF
Controle 24 #69ns 4,12 +16ns 0,738 +0,4ns 154 +19ns 212 +18ns 244,71 +34,8ns 105 +56,9 a 0,05 +0,07ns
Tk 32,06 £1,4ns 455 #0,6ns 0,876 £0,2ns 13,6 £09ns 34,5 +3,4ns 25558 *253ns 1249 +652a 0,286 + 0,05ns
Tk +WG 10% 27,36 6,3 ns 3,87 x0,2ns 0,528 £0,2ns 16,2 *0,8ns 20,2 *1,8ns 284,42 *38,3ns 64,95 +100,1¢ 0,311 £0,01ns
Tk +WG 20% 30,34 +t47ns 453 +0,7ns 0,606 £02ns 17 £#19ns 355 +34ns 232,39 +489ns 88,07 £121ab 0,404 + 0,02ns
Tk +WG 50% 25,4 £58ns 3,86 *0,2ns 0,512 £0,1ns 154 *3.6ns 31,4 *6,2ns 188,93 *68,3ns 91,96 *1754a 0,342 *0,03ns
Tk +WG 70% 27,72 t48ns 4,04 x08ns 0559 £+0ns 158 *2,7ns 27,5 +50ns 185,20 +56,7ns 73,81 +446b 0,373 £ 0ns
Tk +WG 90% 29,42 *3ns 341 *13ns 0,486 +0,01ns 13,4 *09ns 205 #8,9ns 161,81 *67,8ns 63,27 *40,4c 0,324 *=0,01ns
Tk +WG 100% 28,82 #24ns 3,86 *13ns 048 +*01ns 14,8 *#22ns 27,8 *2,8ns 14753 #56,0 ns 87 +17,0ab 0,32 £ 0ns
WG 100% 27,02 *4,1ns 3,28 *0,8ns 0,426 £0,3ns 14,2 £34ns 17,6 *3,3ns 221,21 *76,1ns 62,29 +*18,1c 0,284 *0ns
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP

Controle 227 +0,1ns 1826 +8,2ns 0,278 +0,11ns 48 +04b 0,739 +0,2ns 0,37 +0,09ns 1,017 #0,26 ns 0% a

Tk 2,34 £04ns 1774 +41ns 0,419 £0,06ns 54 *05ab 1,077 £0,2ns 0,39 +0,07ns 1,496 0,18 ns 0% a

Tk +WG 10% 2,63 0,2ns 19,72 *3ns 0,446 £0,2ns 56 *05ab 0,839 £0,1ns 0,54 +0,27ns 1,285 £0,21ns 0% a

Tk +WG 20% 2,76 x0,4ns 20,58 x23ns 0,408 £0,13ns 58 *£04ab 1,01 +0,3ns 0,4 +0,07ns 1,418 +0,42ns 0%a

Tk +WG 50% 2,43 +05ns 19,02 +33ns 0,377 £0,09ns 6,6 +*09a 0,854 +0,3ns 0,46 +0,07ns 1,232 *0,4ns 0%a

Tk +WG 70% 3,18 0,4 ns 16,6 +3,8ns 0,338 +0,11ns 56 *05ab 0,932 £0,3ns 0,37 *£0,05ns 1,271 0,44 ns 0% a

Tk +WG 90% 3,28 *05ns 17,38 *2ns 0,335 £ 0,1ns 5 #0,7b 081 *02ns 042 #0,06ns 1,145 *0,3ns 0% a

Tk +WG 100% 253 +05ns 189 +3,1ns 0,359 +0,1ns 5 +0b 0,8 *02ns 0,46 *0,03ns 1,159 =#0,37ns 0% a

WG 100% 256 *0,3ns 19,76 +49ns 0,317 £0,13ns 4,8 *0,8b 0,71 £0,3ns 05 #0,21ns 1,027 0,47 ns 0% a

Dados representam média + DP (n = 5). * médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. ™ ndo significativo a p<0,05.
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Tabela 6. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), nimero de folhas (NF), area folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de G. max (soja) (meio de cultivo, controle), tratadas com bio-herbicida
de Trichoderma koningiopsis (TK), combinacao do extrato com o herbicida comercial Zapp Qi® - Sal potassico (ZQi), e 0 ZQi isoladamente na
dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF
Controle 24 +69a 412 #16ns 0,738 +04ns 154 +19ns 212 +18ns 244,71 +34,8ns 105 *56,9a 0,05 +0,07ns
Tk 32,06 t14a 455 *06ns 0,876 £0,2ns 136 *09ns 345 *#34ns 25558 *#253ns 124,99 +652a 0,286 + 0,05ns
Tk +ZQi 10% 31,16 6,7 a 416 £0,7ns 0,647 £0,03ns 13,6 *09ns 26,3 £9.0ns 196,63 £76,6ns 69,21 x1265bc 0,38 + 0,04 ns
Tk +ZQi 20% 29,64 *5a 46 *1,1ns 0539 +0,1ns 12,6 *25ns 31,6 *23ns 19250 +36,6ns 88,08 *62,9b 0,359 * 0,02 ns
Tk +ZQi 50% 26,6 *6,2a 391 +04ns 062 *£0ns 134 *09ns 22,7 ¥3,6ns 227,06 +26,4ns 5518 *33,2¢c 0,413 * 0,04 ns
Tk +ZQi 70% 23,58 *39a 354 *0,3ns 0,358 £0,01ns 122 *16ns 21,8 *26ns 15582 +50,7ns 91,55 *41,3ab 0,239 * 0,01 ns
Tk +ZQi 90% 22,38 *15a 3,75 £0,7ns 0,356 £0ns 112 x11ns 185 *22ns 139,88 +602ns 78,23 £33,3bc 0,237 = 0,01 ns
Tk +ZQi 100% 24,22 %33a 3,72 *04ns 0,386 £0,01lns 12,2 *16ns 215 +*68ns 140,78 +66,7ns 83,74 *830b 0,257 %= 0,03 ns
ZQi 100% 2498 +38a 41 x0,6ns 0454 £+0ns 12,2 £16ns 234 x3,4ns 200,53 x655ns 77,55 +£2422bc 0,302 £ 0,01ns
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP
Controle 227 #0,1ns 1826 +82ns 0,278 +0,11ns 4,8 +04abcd 0,73 +0,2abc 0,37 #0,09ns 1,017 =+0,26 abc 0%a
Tk 234 +04ns 1774 +41ns 0,419 £0,06ns 54 *05ab 1,07 *0.2a 0,39 #0,07ns 1,496 0,18 ab 0%a
Tk +ZQi 10% 239 +09ns 219 *12ns 0,382 £0,1ns 5,2 *0,4abcd 1,02 +0,12abc 0,37 #0,07ns 1,409 0,2 abc 0% a
Tk +ZQi 20% 235 *0,4ns 1852 *47ns 035 *0,15ns 56 *05a 0,89 *0,34abc 0,39 #0,07ns 1,248 0,48 abc 0%a
Tk +ZQi 50% 244 *08ns 18,76 *45ns 0,531 *=0,38ns 5 *0abcd 1,03 +0,38ab 0,57 +0,38ns 1,564 *0,61a 0%a
Tk +ZQi 70% 2,44 *05ns 146 *7,7ns 0,231 +0,06ns 44 *05bcd 059 *0,09bc 0,39 *0,12ns 0,828 *0,1c 0%a
Tk +ZQi 90% 26 *0,7ns 19,18 £7,1ns 0,319 *0,09 ns 4 *0c 0,59. £0,06 ¢ 0,53 #0,12ns 0,913 0,14 bc 0%a
Tk +ZQi 100% 2,96 #0,6ns 16,8 *3,1ns 0,304 +0,07ns 4,6 *0,9abcd 0,64 *=0,16abc 0,48 +0,09ns 0,947 0,22 abc 0%a
ZQi 100% 245 *03ns 18,82 #51ns 0,303 £0,02ns 4,2 *0,4cd 0,75 +0,18abc 0,41 +0,06 ns 1,059 =0,2 abc 0%a

Dados representam média + DP (n = 5). t médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. ™ ndo significativo a p<0,05.
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Efeitos do bio-herbicida associado a herbicidas na planta do leiteiro

Visualmente o efeito causado pelo bio-herbicida se caracterizou principalmente pela
necrose das folhas e consequentemente a degradacao do tecido foliar. Ja com o glifosato os
sintomas foram, além da paralisacdo do crescimento e murchamento, o amarelecimento dos
tecidos mais novos (clorose), seguido de necrose e fracdes roxo-avermelhadas (ocorre s em
algumas especies), com resultado da acdo herbicida lenta de 7 a 21 DAT.

As andlises de fitotoxicidade na planta do E. heterophylla (leiteiro) foram feitas
avaliando caracteristicas visuais das folhas 16 DAT (Tabela 7). Logo, foi verificado que os
efeitos ocorreram de maneira semelhante aos dados morfol6gicos, com agravamento dos
sintomas a medida que as doses aumentaram, até estabilizar em determinado tratamento.

Dentre os tratamentos aplicados, o0 WG apresentou maior eficiéncia em comparagao
com os demais, com indices de despigmentacdo total (DT) das folhas foram elevados (acima
de 99%) e quase nenhum pigmento caracteristico de planta sadia (SD), somente Tk+WG10%
com 0,2%, que também apresentou maior indice de leve despigmentacdo (LD) com 79,6%.

Sintomas de Clorose (CL) foram principalmente atribuidos as concentracGes
Tk+ZQi10% com 32,5% (Figura 6, Tabela 7). Sintomas de necrose (NC) foram mais
presentes com RO, onde a concentracdo total da dose (Tk+R0O100%) com 21,8% (Figura 4).

O sintoma de amarelecimento (AML) foi frequente nos 3 produtos aplicados bem
como em todas as doses. Entretanto ZQi apresentou sua maior porcentagem na menor
dosagem aplicada (Tk+ZQi10%) com 39,9%, enquanto Tk+R0O10% e Tk+WG10% foram de
apenas 8,6% e 8,7% respectivamente. J& para arroxeamento (ARX) o produto ZQi
apresentou maiores sintomas também, o produto aplicado isoladamente causou os principais
danos (20,3%) (Figura 6).
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Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo A
(Meio de Cultura) (Fungo T. koningiopsis) (Dose recomendada RO)

¢

¢

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentracéo de 50%
do produto RO do produto RO do produto RO

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentracdo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto RO do produto RO Roundup Original (RO)

Figura 4. Comparagéo das lesdes observadas em folhas de E. heterophylla (leiteiro), tratadas
com meio de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas dilui¢ces de bio-herbicida com
herbicida comercial Roundup Original (Sal isopropilamina) sobre a dose de 4 L ha, com
bio-herbicida, realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.
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Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo B
(Meio de Cultura) (Fungo T. koningiopsis) (Dose recomendada WG)

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentragéo de 50%
do produto WG do produto WG do produto WG

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentragéo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto WG do produto WG Roundup WG (WG)

Figura 5. Comparagéo das lesdes observadas em folhas de E. heterophylla (leiteiro), tratadas
com meio de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas dilui¢ces de bio-herbicida com
herbicida comercial Roundup WG (Sal de aménio) sobre a dose de 1,5 Kg ha, realizadas

aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.
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Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo C
(Meio de Cultura) (Fungo T. koningiopsis) (Dose recomendada ZQi)

&

¢ @

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentragéo de 50%
do produto ZQi do produto ZQi do produto ZQi

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentragéo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto ZQi do produto ZQi Zapp Qi (Zqi)

$6¢

Figura 6. Comparagéo das lesdes observadas em folhas de E. heterophylla (leiteiro), tratadas
com meio de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas dilui¢cdes de bio-herbicida com
herbicida comercial Zapp Qi® (Sal potassico) sobre a dose de 2,8 L ha’l, realizadas aos 16
DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.
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Tabela 7: Sintomas de fitotoxicidade visual foliar pela leve despigmentagéo (LD), clorose
(CL), necrose (NC), amarelamento (AML), arroxeamneto (ARX), despigmentacdo total
(DT) e sadia (SD), em E. heterophylla (leiteiro) (meio de cultivo, controle), tratadas com
bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis (TK), combinacdo do extrato com o herbicidas
comerciais Roundup Original (RO), Roundup WG (WG) e Zapp Qi® (ZQi), realizadas aos
16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Percentual de sintomas (%)
LD CL NC AML ARX DT SD

Tratamento

Controle negativo

(Meio de cultura) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100
Controle positivo Tk 599 454 g1 247 41 913 86
(T. koningiopsis)

Tk + RO 10% 44,5 9,9 2,7 8,6 1,7 67,6 32,3
Tk + RO 20% 23,7 211 3,6 37,4 14,0 99,9 0,1
Tk + RO 50% 34,4 8,1 11,7 29,3 16,1 99,8 0,1
Tk + RO 70% 29,7 151 15,3 223 174 100 0,00
Tk + RO 90% 212 228 19,4 27,2 9,1 100 0,00
Tk + RO 100% 29,3 11,2 21,9 27,1 104 100 0,00
Controle Positivo A

(RO 100%) 49,5 79 9,4 25,9 7,0 100 0,00
Tk + WG 10% 79,6 2,6 4,2 8,7 4,4 99,7 0,2
Tk + WG 20% 58,2 15,3 2,4 116 12,2 100 0,00
Tk + WG 50% 488 13,8 8,8 18,9 9,5 100 0,00
Tk + WG 70% 60,3 6,5 8,7 17,6 6,7 100 0,00
Tk + WG 90% 385 14,1 15,6 25,8 5,9 100 0,00
Tk + WG 100% 52,3 8,8 17,1 18,1 3,5 100 0,00
Controle Positivo B

(WG 10%) 442 15,2 9,3 30,0 1,2 100 0,00
Tk + ZQi 10% 223 325 4,9 39,9 0,00 99,8 0,1
Tk + ZQi 20% 333 228 6,1 29,4 8,1 99,9 0,07
Tk + ZQi 50% 370 133 6,1 276 144 98,6 1,3
Tk + ZQi 70% 42,7 9,9 15,7 135 179 99,9 0,06
Tk + ZQi 90% 56,5 8 6,9 23,3 5,0 99,9 0,05
Tk + ZQi 100% 47,8 9,7 10,3 28,8 3.1 100 0,00

Controle Positivo C

(ZQi 100%) 48,4 2,7 7,1 21,3 20,3 100 0,00

Diante dos resultados observados é percebido que embora o produto formulado com
sal potassico (ZQi) tenha apresentado menor DT, foi 0 que mais apresentou sintomas de LD,
CL, NC, AML e ARX, sendo que o comprometimento a longo prazo do estande é garantido,
bem como quando avaliada a mortalidade plantas (Tabela 7).

O bio-herbicida pode ser considerado eficiente quando associado a todos os produtos
testados, entretanto 0 RO e 0 ZQi séo os que permitem maiores redugdes das dosagens com

total eficiéncia para 50% da dose recomendada, enquanto WG somente a partir de 70% da
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dose. Todas as fragdes abaixo de 50% da dose apresentaram alguma percentagem de area
saudavel na folha.

O uso de 10% da dose apresentou efeitos menores, com areas saudaveis maiores
(Figuras 4, 5 e 6; e Tabela 7). Os resultados da fitotoxicidade confirmam que ha
comprometimento das folhas pela potencializa¢do do efeito herbicida quanto a dilui¢des das
doses dos produtos comerciais em até 50% e que ha melhor eficiéncia dos produtos sintéticos
quando associado ao bioldgico.

Algumas pesquisas tém relatado que a aplicacdo de bio-herbicida a base de T.
koningiopsis em E. heterophylla ocasionaram injurias (Bordin et al., 2018, Reichert Junior
et al., 2019). No estudo de Camargo et al. (2020) os testes de atividade de bio-herbicida +
glifosato também mostraram efeitos fitotoxicos de 100 a 80% em plantas daninhas (E.
heterophylla, Bidens pilosa e Conyza bonariensis), o que condiz com os resultados
encontrados no presente estudo.

Ja no estudo de Stefanski et al. (2020), utilizando microalgas na forma crua e
liofilizada como substrato para o crescimento do mesmo fungo, Trichoderma koningiopsis,
foram observados danos fitotoxicos de até 100% apos 15 dias aplicado em pos germinagédo
de Conyza bonariensis.

Alguns herbicidas apresentam as maiores fitotoxicidades aos 7 dias apés a aplicacao
(DAT), com repercurcdo dos sintomas de injurias com o passar do tempo, como é o caso do
glifosato até os 20 DAT. O mesmo aconteceu com o bio-herbicida, evidentemente na
aplicacdo isolada (tratamento TK), em que maiores sintomas foram observados a partir dos
11 DAT.

Quando avaliado os dados morfol6gicos (Tabela 8), foi percebida uniformidade nos
efeitos causados pelas respectivas dosagens, o produto formulado com sal isopropilamina
(RO) causou maior efeito em AP pelo tratamento de Tk+R0O90% com 22,07 cm enguanto
com o controle foi de 40,12 cm. Os produtos formulados com sal de amonio (WG) (Tabela
9) sal potassico (ZQi) (Tabela 10) apresentaram maior reducao da AP em Tk+WG90% com
29,08 cm e Tk+ZQi100% com 25,18 cm respectivamente. Ja para comprimento de raiz foi
verificado maior reducdo em Tk+WG 100% com 5,91 mm.

Na avaliagdo de massa seca, em MSF novamente o tratamento apresentou
Tk+R0O90% maiores danos com 0,026 g. Por outro lado, é interessante que o tratamento de
Tk + RO que resultou em maiores perdas de peso em MSF, foi a concentracdo de 20% da

dose recomendada em que apresenta média de 0,028 g. Em MSC e MSR néo ouve diferenca
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significativa, entretanto MST foi menor para o tratamento Tk+WG50% com 0,03 g embora
que sua eficiéncia nas lavouras brasileiras atualmente mostra se comprometida tanto pelos
casos de resisténcia de plantas daninhas como pela inviabilidade da aplicacdo com humidade
relativa do ar alta em até 6 horas ante precipitacdo (Werlang et al., 2005).

No estudo de Santos, et al. (2007), quando avaliado o efeito de formulagdes na
absorcdo e translocacdo do glifosato em soja transgénica, também foi percebido diferengas
nos teores de matéria seca em funcédo do sal presente nas formulagdes, principalmente o sal
potassico (ZQi) que passou a representar maior quantidade relativa na massa seca total das
plantas deste estudo.

Enfim, foi observada a ocorréncia da morte de plantas (MP) em funcdo dos
tratamentos aplicados, no tratamento com TK+R0O10%, 80% das plantas de E. heterophylla
morreram. Dosagens superiores consequentemente ocasioram maior comprometimento do
estande de plantas, uma vez que o TK e RO 100%, quando isolados causam a morte de
somente 70% das plantas, verificando que a associac¢do dos dois produtos (bio-herbicida +
herbicida) causa maiores efeitos a planta alvo.

Ainda cabe destacar que o tratamento de TK+R0O50% foi o suficiente para ocasionar
o controle de 100% das plantas de E. heterophylla. Segundo Stoppacher et al. (2010), Lopez-
Bucio, Pelagio-Flores e Herrera-Estrella (2015), espécies de Trichoderma spp. podem
produzir diversos metabdlitos secundarios, dentre eles alcoois, cetonas, alcanos, furanos,
acidos entre outros, que de fato potencializaram os efeitos com o glifosato.

A teoria é que uma planta se torna resistente ao glifosato, quando o mesmo ja nao se
move para o sitio de a¢do no cloroplasto, por sua vez nao conseguindo inibir a producéo dos
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) da enzima EPSPs (5-
enolpiruvinilshikimate-3-fosfato-sintase) na via do shikimato (Weed Science, 2003). Em
plantas daninhas resistentes ao glifosato, a associacdo deste herbicida com o T. koningiopsis
pode vir a contribuir no controle através da adicdo do mecanismo de acdo de deterioracao
do tecido vegetal, justificando os dados observados na presente pesquisa.

Os tratamentos com RO e ZQi apresentaram as mesmas caracteristicas na
mortalidade de plantas, com controle total a partir da concentragéo de 50%. O produto RO

realizou controle total das plantas partir do tratamento Tk+WG70%.
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Tabela 8. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), nimero de folhas (NF), area folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de E. heterophylla (leiteiro) (meio de cultivo, controle), tratadas com
bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis (TK), combinagdo do extrato com o herbicida comercial Roundup Original - sal isopropilamina
(RO), e 0 RO isoladamente na dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF

Controle 40,12 #13ab 2,22 #0,4ns 0,041 +0,01b 3,6 +0,9ns 24,3 +2abc 173,53 +19,5ns 269,33 +#81,4bc 0,10 £0,02a

Tk 33,26 +5,7abc 1,93 #0,4ns 0,035 +0,02ab 3,0 +0,7ns 16,8 +9 bcd 126,19 +68,7 ns 245,85 +201,8b 0,087 + 0,03 ab

Tk+RO 10% 31,14 +6,9abc 2,06 +0,1ns 0,016 = 0ac 34 £0,5ns 26,4 +53ab 161,94 +44,2ns 555,23 +117ac 0,048 * 0 cde

Tk+RO 20% 30,66 +4,1abc 2,12 +0,6 ns 0,006 +0b 3,6 £0,9ns 19,3 +2bed 201,72 #18,1ns 559,42 +67,7ac 0,035 + 0de

Tk +RO 50% 30,08 +6,2abc 1,53 +0,7ns 0,009 £0b 34 £0,9ns 18,2 6 bcd 148,75 +58,7 ns 267,90 +96,5bc 0,07 + 0,01 ac

Tk+RO 70% 34,52 +5,2abc 1,96 +0,8ns 0,007 £0b 3,8 £0,8ns 14,8 +2,6 bc137,91 90,1 ns 271,94 +62,8 bc 0,055 + 0 abcd

Tk+RO90% 22,07 +29c¢ 1,64 +0,4ns 0,008 £0b 3,0 +0,7ns 13,0 #5,5d 113,04 +72,4ns 282,87 +£207 bc 0,059 * 0,1cde

Tk +RO 100% 41,87 +5a 2,39 0,6 ns 0,003 +0b 3,8 #0,8ns 15,2 +5,5bc151,16 +81,1ns 615,68 +243a 0,026 +0,01le

RO 100% 27,27 +29bc 2,39 #0,4ns 0,042 +0,01b 2,6 +05ns 31,0 £3,2a 165,85 +21,9ns 338,95 +51abc 0,092 +0,01a
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP

Controle 2,00 +0,1b 21,20 +4,0ab 0,011 £+0ns 4 +1,4ns0,136 £0,03a 0,09 +0,02ns 0,148 +0,03 a 0%c

Tk 2,14 +0,3ab 23,86 +0,9ab 0,009 +0,01ns 4,2 +1,3ns 0,122 +0,04a 0,07 +0,03ns 0,131 +0,05ab 70% b

Tk +RO 10% 1,98 +0,3b 17,03 +4,7 bc 0,006 +0ns 3,4 £0,5ns 0,064 +0Obc 0,09 +0,02ns 0,070 +0c 80 % ab

Tk +RO 20% 193 #0,2b 10,56 +3,8cd 0,004 +0ns 3,8 £0,8ns 0,041 +0bc 0,09 +0,03ns 0,045 +0c 90 % ab

Tk +RO 50% 191 #0,1b 11,47 #2cd 0,002 +0ns 3,6 £0,9ns 0,078 +0,01b 0,03 +0,03ns 0,081 +0,01bc 100 % a!

Tk +RO 70% 181 #0,1b 8,04 +2,2d 0,019 +0,04ns 4,2 +1ns 0,063 +Obc 0,31 +0,63ns 0,081 +#0,04bc 100 % a

Tk +RO 90% 187 #0,1b 8,07 £2,7d 0,002 +0ns 4,2 +1,6ns 0,067 £0,02bc 0,04 +0,04ns 0,069 #0,02c 100 % a

Tk+RO 100% 1,83 +0,1b 6,82 +1,8d 0,007 £0,01ns 3,6 +0,9ns 0,029 +0,01¢c 0,28 +0,56ns 0,036 +0,01c 100 % a

RO 100% 243 +0,1a 27,69 £9,1a 0,012 £+0ns 3,6 £0,5ns 0,135 +0,02a 0,09 #0,02ns 0,147 +0,02a 70 % b

Dados representam média + DP (n = 5).  médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna,

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

" ndo significativo a p<0,05.
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Tabela 9. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), nimero de folhas (NF), area folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de E. heterophylla (leiteiro) (meio de cultivo, controle), tratadas com
bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis (TK), combinac¢do do extrato com o herbicida comercial Roundup WG - sal de amonio (WG), e 0
WG isoladamente na dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF

Controle 40,12 *13,3a 2,22 +0,4ns 0,041+ 0,01bc 3,6 +09ns 243 +2,6c 173,53 +19,5ns 269,33 +81bc 0,10 +0,02b

Tk 33,26 #5,7a 1,93 +0,4ns 0,035+ 0,02bc 3,0 +0,7ns 16,8 +9abc 126,19 +68,7 ns 245,85 +202 bc 0,087 + 0,03 b

Tk+WG 10% 38,94 %12,3a 2,70 0,6 ns 0,014+ Oc 34 £11ns 19,0 +6abc 158,06 +46,1 ns 505,25 £189c 0,038 +0b

Tk+WG 20% 29,78 #33a 2,26 +0,3ns 0,005+ Oc 36 +0,5ns 21,1 +4,2ac193,31 *+26,4ns 779,27 *214a 0,028 £0b

Tk+WG50% 34,70 £+8,2a 2,40 +0,4ns 0,008+ Oc 3,2 #0,8ns 18,9 +1labc 128,64 +63ns 348,69 +69,8c 0,056 +0,01b

Tk+WG70% 39,86 *10,7a 2,11 *1ns 0,006+ Oc 34 ¥05ns 119 +2,1ab110,97 72,1 ns 270,37 +63bc 0,045 =0b

Tk+WG90% 29,08 *#10,4a 2,19 +0,8ns 0,201+ 0,06 a 3,4 *1,1ns 16,0 +5abc 100,27 £579ns 47,83 +26,5b 0,389 = 0,14a

Tk +WG 100% 32,46 *7,9a 1,78 *1,6ns 0,079+ 0,04b 3,0 +0,7ns 10,4 +4,4b 151,80 #81,2ns 34,12 +284Db 0,435 *0,2a

WG 100% 42,32 +10a 2,28 +0,4ns 0,037+ 0,01 bc 3,8 #13ns 248 +26c 140,95 +31,3ns 338550 +51c¢ 0,074 +0,01b
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP

Controle 2,00 +0,1ab 21,2 +4,0ab 0,011+ O 4 £14ns 0,136 +0,03b 0,09 +0,02 ns 0,148 0,03 Db 0%c

Tk 2,14 +03a 23,8 09b 0,009+ 0,01 4,2 *1,3ns 0,122 +0,04b 0,07 +0,03ns 0,131 +0,05b 70 % Db

Tk +WG 10% 1,72 +0,3bc 14,7 t4ac 0,005% 0 3 £0,7ns 0,052 +0b 0,10 +0,03ns 0,057 +0b 50 % bc

Tk +WG 20% 1,68 +0,1bc 9,15 #3,3cd 0,003+ 0 3 #0,7ns 0,033 +0b 0,10 +0,02ns 0,036 +0b 60 % b

Tk +WG 50% 165 +0,1c 9,94 £1,7cd 0,002+ 0 4,4 £13ns 0,063 +0,01b 0,04 +0,03ns 0,065 +0,01 Db 80 % ab

Tk +WG 70% 157 +0,1c 6,97 #1,9d 0,016+ 0,03 4 +14ns 0,051 +x0b 0,33 #0,67 ns 0,067 +0,03b 100 % a

Tk +WG 90% 162 +0,1c 6,99 #23d 0,195+ 0,05 34 x15ns 0,590 +£0,18a 0,34 %0,07ns 0,785 +0,23a 100 % a

Tk +WG 100% 1,58 #0,1c 591 +#15d 0,079+ 0,04 3,8 +0,8ns 0,514 +0,25a 0,13 +0,05ns 0,593 *0,29a 100 % a

WG 100% 2,11 +0,1a 240 *79b 0,010+ 0 36 +09ns 0,111 #0,01b 0,09 +0,02ns 0,121 +0,01b 90 % ab

Dados representam média + DP (n = 5). t médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

" ndo significativo a p<0,05.
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Tabela 10. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), nimero de folhas (NF), area folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de E. heterophylla (leiteiro) (meio de cultivo, controle), tratadas com
bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis (TK), combinagdo do extrato com o herbicida comercial Zapp Qi® - Sal potéssico (ZQi), e 0 ZQi
isoladamente na dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF
Controle 40,12 £3,3ns 2,22 +0,4ns 0,041 £0,01ab 3,6 +09ns 24,3 +2,6.ab 173,53 +19,5ns 269,33 +81,4ab 0,10 £0,02b
Tk 33,26 +5,7ns 1,93 +0,4ns 0,035 £0,02ab 3,0 #0,7ns 16,8 +9,2bc 126,19 +68,7 ns 245,85 +£109ab 0,087 + 0,03 b
Tk +ZQi10% 2550 +4,7ns 2,37 x0,5ns 0,021 +0,01bc 3,8 +1,3ns 21,9 +4,1abc 132,30 #35,8ns 361,02 +78,7ab 0,061 +0b
Tk +ZQi20% 29,10 +3,8ns 1,70 0,1 ns 0,009 +0c 36 £1,1ns 154 +23bc 155,28 +21,1ns 348,84 +41,4ab 0,044 +£0,01b
Tk +ZQi50% 33,62 +59ns 2,25 +0,5ns 0,012 +0c 3,6 t1,1ns 15,2 +4,2bc 106,38 +47,4ns 173,84 +515b 0,089 +0,01b
Tk+ZQi70% 31,96 +6,7ns 2,52 +0,8ns 0,010 +0c 40 #1ns 12,7 +22c¢c 94,12 +543ns 180,51 +415b 0,071 £0b
Tk+ZQi90% 29,94 +9.8ns 2,64 +0,8ns 0,005 +0,01c 3,6 *1,1ns 14,7 +6,7bc 94,21 +60,5ns 107,38 +£103,7b 0,253 + 0,16 a
Tk +ZQi 100% 25,18 +6,6 ns 2,07 +0,5ns 0,003 +0c 30 #1ns 16,3 +4,8bc 136,14 59,1 ns 520,16 +102,5a 0,038 + 0,02 b
ZQi 100% 26,72 +28ns 2,17 +0,8ns 0,056 £0,01a 3,6 #0,9ns 30,7 +3,8a 126,91 +42,7 ns 259,97 +32,1ab 0,118 £ 0,01b
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP
Controle 2,00 +0,1¢c 21,20 +4bc 0,011 £0ns 4 +14ns 0,13 +0,03abc 0,09 +0,02ns 0,148 +0,03 abc 0%c
Tk 2,14 +0,3bc 23,86 +09b 0,009 £0,01ns 42 +*13ns 0,12 #0,04bc 0,07 £0,03ns 0,131 #0,05 abc 70%b
Tk+ZQi10% 2,65 #0,4ab 22,70 +6,2b 0,008 +0ns 3,6 £09ns 0,08 +0bc 0,09 +0,02ns 0,090 +0,01 bc 90 % ab
Tk+ZQi20% 2,58 +0,2bc 14,09 +5bcd 0,005 £0ns 4 £14ns 0,05 £0,01bc 0,10 +0,02ns 0,058 +0,01c 90 % ab
Tk+ZQi50% 2,54 #0,2bc 15,29 +3bcd 0,003 +0ns 34 #15ns 0,10 £0,02bc 0,03 +0,03ns 0,104 +0,02bc 100 % a
Tk+ZQi70% 2,36 #0,1bc 9,30 +2,2d 0,026 +0,05ns 3,6 +09ns 0,08 £0,01bc 0,33 #0,64ns 0,106 +0,05bc 100 % a
Tk+ZQi90% 2,47 #0,2bc 11,34 +4bd 0,002 +0ns 3,6 £05ns 0,25 +0,16a 0,004 +0ns 0,259 +0,17 a 100 % a
Tk +ZQi 100% 2,75 #0,7ab 8,61 +3,1d 0,009 +0,02ns 3,8 +1,3ns 0,04 £0,02c 0,16 #0,31ns 0,050 #0,03c 100 % a
ZQi 100% 2,24 +0,2a 36,92 +12a 0,016 £0ns 34 #1,1ns 0,17 £0,02ab 0,09 +0,02ns 0,191 #0,02ab 100 % a

Dados representam média + DP (n = 5).  médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna,

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. ™ nio significativo a p<0,05.
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Efeitos do bio-herbicida associado a herbicidas na planta do papua

Os resultados observados visualmente nas folhas da planta de B. plantaginea (papud)
qguando exposta a misturas de diferentes dosagens de RO (Figura 4), WG (Figura 5) e ZQi
(Figura 6) com bio-herbicida a base de T. koningiopsis (TK), demonstram alteracdes nas
respectivas coloragBes que estdo mensuradas na Tabela 11, através das propor¢des de
sintomas descritos em porcentagem (%).

Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo A
(Meio de Cultura) (Fungo T. koningiopsis) (Dose recomendada RO)

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentragéo de 50%
do produto RO do produto RO do produto RO

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentragéo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto RO do produto RO Roundup Original (RO)

Figura 7. Comparacéo das lesdes observadas em folhas de B. plantaginea (papud), tratadas
com meio de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas dilui¢ces de bio-herbicida com
herbicida comercial Roundup Original (Sal isopropilamina) sobre a dose de 1 L ha?,
realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.



89

Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo B
(Meio de Cultura) (Fungo T. koningiopsis) (Dose recomendada WG)

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentracéo de 50%
do produto WG do produto WG do produto WG

4

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentragéo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto WG do produto WG Roundup WG (WG)

Figura 8. Comparacéo das lesdes observadas em folhas de B. plantaginea (papud), tratadas
com meio de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas dilui¢ces de bio-herbicida com
herbicida comercial Roundup WG (Sal de aménio) sobre a dose de 0,5 Kg ha™, realizadas

aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.
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Controle Negativo Controle Positivo Tk Controle Positivo C
Meio de Cultura Fungo T. koningiopsis (Dose recomendada ZQi)

TK + Concentracdo de 10% TK + Concentracdo de 20% TK + Concentracéo de 50%
do produto ZQi do produto ZQi do produto ZQi

&

TK + Concentragdo de 70% TK + Concentracdo de 90% TK + Dose recomendada de
do produto ZQi do produto ZQi Zapp Qi (Zqi)

Figura 9. Comparacéo das lesdes observadas em folhas de B. plantaginea (papud), tratadas
com meio de cultivo (controle negativo), e pelas respectivas dilui¢cdes de bio-herbicida com
herbicida comercial Zapp Qi® (Sal potassico) sobre a dose de 1,5 L ha’l, realizadas aos 16
DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.



91

Tabela 11: Sintomas de fitotoxicidade visual foliar pela leve despigmentacgéo (LD), clorose
(CL), necrose (NC), amarelamento (AML), arroxeamneto (ARX), despigmentacdo total da
planta (DT) e sadia (SD), em B. plantaginea (papud) (meio de cultivo, controle), tratadas
com bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis (TK), combinagdo do extrato com o
herbicidas comerciais Roundup Original (RO), Roundup WG (WG) e Zapp Qi® (ZQi),
realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Percentual de sintomas (%)

LD CL NC AML ARX DT SD

Tratamento

Controle negativo
(Meio de cultura)
Controle positivo Tk
(T. koningiopsis)

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100

396 17,8 1,8 149 189 931 6,8

Tk + RO 10% 548 18,0 0,00 17,3 0,00 90,2 9,7
Tk + RO 20% 52,0 8,0 1,2 30,1 0,4 91,9 8,0
Tk + RO 50% 48,4 14,6 1,3 30,1 0,5 95,1 4,8
Tk + RO 70% 53,0 91 0,00 31,8 0,00 94,0 59
Tk + RO 90% 44,4 25,5 2,0 23,6 4,3 100 0,00
Tk + RO 100% 55,9 18,0 1,8 20,0 31 98,9 1,0

Controle Positivo A

(RO 100%) 38,7 36,5 0,00 24,7 0,00 100 0,00
Tk + WG 10% 42,1 19,7 2,0 284 0,00 92,8 7,1
Tk + WG 20% 60,6 14,0 1,4 14,2 0,00 90,3 9,6
Tk + WG 50% 470 10,2 3,5 25,9 0,4 87,3 12,6
Tk + WG 70% 540 17,3 0,1 19,9 0,7 92,2 7,7
Tk + WG 90% 570 17,9 0,00 22,7 0,2 98 2,0
Tk + WG 100% 31,4 153 0,00 355 145 96,9 3,0
Controle Positivo B

(WG 100%) 436 25,7 0,00 17,3 0,00 86,7 13,2
Tk + ZQi 10% 59,3 7,8 0,00 23,9 0,3 91,5 8,4
Tk + ZQi 20% 471 26,7 0,00 20,2 5,6 99,8 0,1
Tk + ZQi 50% 52,3 22,6 0,1 23,5 0,00 98,6 1,3
Tk + ZQi 70% 55,6 18,2 0,00 20,4 54 99,8 0,1
Tk + ZQi 90% 447 26,2 1,0 13,9 136 99,6 0,3
Tk + ZQi 100% 454 22,7 0,00 30,0 1,1 99,4 0,5

Controle Positivo C

(ZQi 100%) 36,1 29,3 0,00 33,6 0,9 100 0,00

A fitotoxicidade das folhas mostra relacdo entre MSF e danos visuais causados,
principalmente em Tk+WG50% que teve o menor valor de MSF (0,034 g) como também o
maior percentual de 3,5% em necrose das folhas (NC). A despigmentacédo total (DTP) foi de
87,3%.

Sintomas de LD foram maiores em Tk+WG20% (60,6%), CL em RO100% (36,51%)
(Figura 7), AML no Tk+WG100% (35,5%) e ARX no proprio TK isolado com 18,9%.
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Demais doses de ZQi ndo diferiram entre si, entretanto € o herbicida que apresentou menores
indices de planta saudavel (SD) (Figura 9).

Nas aplicacdes associadas do bio-herbicida com os produtos comerciais, é percebido
que todos os tramentos, principalmente para o herbicida Zapp Qi®, apresentam elevados
indices de CL desde o tratamento com 20% da concentracéo (CL, 26,7%), uma vez que estes
sintomas sdo incapaz de recuperacdo pelo vegetal prejudicando a area total da folha para
producdo de fotossintese (Gazziero e Neumaier, 1985).

Pode ser observado que sintomas leves (LD, AML) foram principalmente presentes
em baixas dosagens, o que pode coincidir com o surgimento de plantas resistentes caso estas
sobrevivam para se reproduzir, pois igualmente DP total e o MP foram inferiores.

Quando utilizado o glifosato, sabe se que sintomas de ARX pode ocorrer em apenas
algumas espécies, entretanto TK quando isolado apresentou esta pigmentacdo na planta
testada, enquanto nas doses dos herbicidas isolados ndo demostraram grantes porcentagens
dela, sugerindo que ARX € sintoma de T. koningiopsis em B. plantaginea.

Ha& muitos relatos na literatura cientifica sobre a aplicabilidade de diversos produtos
bioldgicos associados ao glifosato perante a sua ampla eficiencia de controle de plantas
daninhas, mas sua capacidade de aplicacdo em campos agricolas ainda é pouco estudada
quando se trata da interacdo com produtos bioldgicos (Camrgo et al., 2020; Bordin et al.,
2018; Reichert Junior et al., 2019).

Trabalhos como de Basso et al. (2018) trazem a eficiéncia no manejo de plantas
daninhas em milho RR® com herbicidas aplicados isoladamente ou associados ao glifosato,
constataram que dependendo da associacao de herbicidas, ocorre efeito sinérgico tanto para
o0 controle das plantas daninhas como para a fitotoxicidade da cultura.

Os dados morfoldgicos analisados para a planta de B. plantaginea quando exposta a
misturas de diferentes dosagens de RO (Tabela 12), WG (Tabela 13) e ZQi (Tabela 14) com
bio-herbicida a base de T. koningiopsis (TK), demonstram interferéncias no desenvolvimento
fisiologico, a paralizagdo de crescimento foi constante com maiores interferéncias para
dosagem de Tk+R0O90% com AP 23,38 cm, as testemunhas apresentaram média de 26,64
cm. Tk+ZQi100% apresentou 21,66 cm de AP, cabe ressaltar que na dose de Tk+ZQi50% o0s
valores foram inferiores, com 17,54 cm.

Para DMR maiores interferéncias foram avaliadas para TK isolado com 1,19 mm,
enguanto ZQi menor valor em Tk+ZQi90% com 1,65 cm. Maiores danos foram atribuidos
ao Tk+WG90% de 1,09 mm. Igualmente CR foi menor em Tk+WG100% com 6,87 mm.
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menor valor de MSR, 0,002 g para Tk+WG70%. Diante desses dados discutidos é possivel
constatar que o produto WG (Roundup WG, sal de aménio), apresenta danos principalmente
quando avaliado o sistema radicular da planta de forma que esses efeitos podem ser
atribuidos aos sais presentes em sua formulacdo, potencializando a acdo sistémica e
translocacdo que pode ocorrer pelo xilema, floema ou por ambos (Weed Science, 2003).

Em MSPA, RO100% apresentou o0 maior dano de 0,034 g, e 0,037 para Tk+WG50%.
MST foi menor para 0,041 g no tratamento com Tk+WG50%.

As diferentes formulacGes de glifosato associadas ao fungo resultaram no controle
de pelo menos 60% das plantas de B. plantaginea. Quando observado a mortalidade total
(MP de 100%) das doses testadas, danos foram atribuidos em apartir até ZQi50% + o bio-
herbicida.

Testes com associacBes de produtos ao glifosato sdo de fundamental relevancia
considerando também prejuizos as culturas, Forte et al. (2019) verificaram os feitos do
glifosato e fertilizantes foliares na soja resistente ao glifosato (GR), e concluiram que a dose
de glifosato para soja deve ser primordialmente respeitada e os fertilizantes foliares devem
ser cuidadosamente estudados antes da recomendacdo, pois podem causar perca de
seletividade a cultura quando ndo manejados adequadamente.

Também, avaliando a seletividade de diferentes formulacGes de glifosato a estirpes
de Bradyrhizobium, Santos et al. (2004) verificaram que a Unica formulacdo que continha
sal potassico (Zapp® Qi) apresentou menor toxicidade, porem ndo observou correlagéo entre
o tipo de sal (isopropilamina, aménio ou potassico), presentes na formulacao herbicida.

Em outros estudos, ainda com efeitos de diferentes formulacdes, mas na absorcéo e
translocacdo do glifosato, Santos et al. (2007) alertam sobre concentragdes de glifosado
presente na parte derea da soja transgénica e que o herbicida R. Transorb® (sal de
isopropilamina) pode prejudicar a simbiose entre rizébio e soja, sendo que o
microssimbionte também apresenta a EPSPS em seu metabolismo.

Isso nos permite inferir que o bio-herbicida associado aos produtos comerciais
testados, independente da formulacéo utilizada (RO, WG e ZQi), causam injUrias severas na
planta daninha do papud com mortalidade de 60% a 70% das plantas com o biocontrole
associado as concentracfes de 10% das doses dos produtos comerciais, oque para 0S
agricultores ja podem ser resultados promissores no controle de plantas invasoras nas

culturas agricolas.
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Tabela 12. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), niumero de folhas (NF), area folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de B. plantaginea (papud) (meio de cultivo, controle), tratadas com
bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis (TK), combinagdo do extrato com o herbicida comercial Roundup Original - sal isopropilamina
(RO), e 0 RO isoladamente na dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Estacdo/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF

Controle 29,86 +7,3a 3,12 +05ns 0,029 +0,01a 54 #09ns 16,8 +2,3ns 203,09 #42,3ns 143,09 +196,1b 0,05 + 0,07 bc

Tk 2588 +74ab 1,92 +0,3ns 0,028 +0,01a 6,0 #1ns 29,6 *42ns 211,32 +29,1ns 269,34 +815bc 0,116 + 0,03 a

Tk+RO 10% 27,70 +1,2a 2,58 +0,9ns 0,026 £+0,02ab 6,2 +0,8ns 20,1 +10ns 153,12 +89,4ns 245,86 +202bc 0,105 + 0,04 ab

Tk+RO 20% 27,16 +3a 1,98 +0,6 ns 0,012 £0,01ab 5,4 +09ns 32,2 +6,9ns 200,65 +73,4ns 555,19 +118ac 0,058 +0,01b

Tk+RO50% 23,44 +35ab 2,25 +0,5ns 0,004 +0c 58 +15ns 23,7 +6,1ns 247,40 +47,9ns 559,36 +67,5ac 0,043 +0,01c

Tk+RO 70% 25,44 +45ab 2,27 +0,5ns 0,006 + 0 bc 56 *1,1ns 22,6 £9,1ns 188,47 +959ns 267,92 +96,4bc 0,084 +0,01b

Tk+RO90% 23,38 +5,2ab 2,02 +0,5ns 0,005 +0c 6,2 +0,8ns 18,1 +39ns 177,01 +139ns 271,94 +62,8bc 0,068 + 0,01 b

Tk +RO 100% 26,18 +55ab 2,41 +0,4ns 0,006 + 0 bc 6,2 +2,2ns 16,4 +9ns 141,60 +112ns 282,99 +207bc 0,072 +£0,03b

RO 100% 2450 +44ab 2,57 +#0,7ns 0,002 +0c 56 #1,1ns 183 +6,3ns 19255 +129ns 615,77 +243,4a 0,032 +0,01c
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP

Controle 1,68 +0,6 ns 28,00 £8,2a 0,015 +0ns 3,4 +09ns 0,077 +0,07abc 0,46 +0,47ns 0,092 #0,07 abc 0%c

Tk 1,19 +0,6 ns 23,86 +4,5ab 0,014 £0ns 4 +14ns 0,144 +0,04a 0,10 #0,02ns 0,158 +0,04 a 70 % bc

Tk +RO 10% 1,43 +0,4ns 24,41 +1,8ab 0,011 +0,01ns 4,2 +1,3ns 0,131 +0,05ab 0,08 +0,03ns 0,142 0,06 ab 70 % bc

Tk +RO 20% 1,42 +0,7ns 17,36 +4,8 bc 0,007 £ 0 ns 3,4 +05ns 0,070 +0,01cd 0,10 #0,02ns 0,077 %0,02 bc 80 % b

Tk +RO 50% 1,32 +0,5ns 11,46 +4,4cd 0,005 +0ns 3,8 £0,8ns 0,047 +0,01c¢ 0,10 +0,03ns 0,052 #0,01c 90 % ab

Tk +RO 70% 1,33 +0,5ns 14,07 £5,3cd 0,003 +£0ns 3,6 +09ns 0,090 +0,01abc 0,03 +0,03ns 0,093 #0,01abc 100 % a

Tk +RO 90% 1,24 +0,4ns 8,19 +2,2cd 0,020 +0,04 ns 4,2 +1,3ns 0,072 +0,0l1cd 0,33 +0,68ns 0,093 +0,03abc 100 % a

Tk +RO 100% 1,29 +0,5ns 8,35 +3,2cd 0,003 £0ns 42 +16ns 0,078 +0,03abc 0,05 +0,04ns 0,080 0,03 bc 100 % a

RO 100% 1,28 +0,5ns 7,08 +2,3d 0,007 £0,01ns 3,6 +09ns 0,034 +0,01c 0,30 +0,61ns 0,042 +0,01c 100 % a

Dados representam média + DP (n = 5).  médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna,

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. ™ ndo significativo a p<0,05.
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Tabela 13. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), nimero de folhas (NF), area folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de B. plantaginea (papud) (meio de cultivo, controle), tratadas com
bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis (TK), combinac¢do do extrato com o herbicida comercial Roundup WG - sal de amonio (WG), e 0

WG isoladamente na dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF
Controle 29,86 +7,3ns 3,12 +0,5ns 0,029+ 0,01ns 54 +09ns 16,8 +2,3a 203,09 +42,3ns 143,09 £196bc 0,05 +£0,07b
Tk 25,88 +7,4ns 1,92 +0,3ns 0,028+ 0,01ns 6,0 +*1ns 29,6 +42ab 211,32 +29,1ns 269,34 +81abc 0,116 +0,03b
TK+WG 10% 22,96 +45ns 2,66 +0,9ns 0,020+ 0,01 ns 52 +0,4ns 26,2 +7,8ab 237,02 #47,9ns 345,39 +156ab 0,084 +0,03b
Tk +WG 20% 19,60 +3,3ns 2,37 +0,2ns 0,009+ 0ns 50 +#0,7ns 229 #6,3ab 193,66 +61,1ns 50533 +189a 0,047 £0,01b
TK+WG50% 23,36 5,6 ns 2,84 +1,3ns 0,004+ 0ns 5,0 *1ns 17,0 +11ab 157,44 +85,4ns 500,38 +274a 0,034 +0b
TkK+WG 70% 18,68 +5,2ns 2,15 +0,5ns 0,005+ 0ns 6,4 +13ns 23,2 +3,5ab 154,33 +70,9ns 348,68 +69ab 0,069 +0,02b
TK+WG90% 18,48 +3,8ns 2,34 +0,5ns 0,004+ 0ns 6,0 *2ns 14,7 +4,1ab 134,84 +84,7ns 270,34 +63abc 0,054 +0b
Tk +WG 100% 22,88 +6,1ns 1,90 +0,3ns 0,132+ 0,05ns 54 *1,7ns 20,0 +8,7ab 122,94 +70ns 47,83 £26bc 0,466 +0,15a
WG 100% 21,12 +6ns 2,63 +0,7ns 0,237+ 0,39ns 58 +0,4ns 12,4 +48b 184,34 +951ns 34,11 +283c 0,513 +0,23a
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP
Controle 1,68 +0,6 ns 28,00 +8,2a 0,015+ 0Ob 3,4 +09ns 0,077 +0,07b 0,46 +0,47ns 0,092 +0,07b 0%c
Tk 1,19 +0,6 ns 23,86 +4,5ab 0,014+ 0b 4 +14ns 0,144 +0,04b 0,10 +0,02ns 0,158 +0,04 b 70%Db
Tk+WG 10% 1,31 +0,6 ns 23,27 +0,9ab 0,009+ 0,01b 3,2 +*0,8ns 0,104 +0,04b 0,09 #0,04ns 0,114 +0,04b 60 % bc
Tk+WG 20% 1,15 #0,4ns 16,60 #4,6 bc 0,006+ 0Ob 3 #0,7ns 0,056 +0,01b 0,11 +0,04ns 0,062 +0,01 b 80 % ab
Tk+WG50% 1,14 +0,4ns 10,30 #3,7cd 0,004+ Ob 3 #0,7ns 0,037 £0,01b 0,10 +0,02ns 0,041 +0,01 b 60 % b
Tk+WG 70% 1,15 +0,5ns 11,18 #1,9cd 0,002+ Ob 44 +13ns 0,074 +0,02b 0,04 +0,03ns 0,076 +0,02b 100 % a
Tk+WG90% 1,09 +0,4ns 7,84 #2,1d 0,023+ 0,05b 4 #14ns 0,058 +0,01b 0,35 +0,7ns 0,081 +0,05b 100 % a
Tk +WG 100% 1,12 +0,5ns 6,87 *2,6d 0,033+ 0,06b 3,4 *15ns 0598 +0,18a 0,40 +0,09ns 0,831 +0,22a 100 % a
WG 100% 1,10 +0,4ns 7,65 +1,7d 0,093+ 0,05a 3,8 +0,8ns 0,750 +0,18a 0,14 +0,07ns 0,843 +0,14a 90 % ab

Dados representam média + DP (n = 5).  médias seguidas de letras iguais, dentro de cada coluna

, hdo diferem entre si pelo teste de Tukey. ™ ndo significativo a p<0,05.
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Tabela 14. Altura de planta (AP, cm), didmetro do caule (DC, mm), massa seca do caule (MSC, g), nimero de folhas (NF), area folhar (AF,
mm?2), perimetro foliar (PF, cm), area foliar especifica (AFE), massa seca das folhas (MSF, g), didametro médio de raiz (DMR, mm), comprimento
da maior raiz (CR cm), massa seca da raiz (MSR, g), nimero de n6s (NN), massa seca da parte aérea (MSPA, g), razdo entre a MSR e MSPA
(MSR/MSPA), massa seca total (MST, g) e mortalidade de plantas (MP) de B. plantaginea (papud) (meio de cultivo, controle), tratadas com
bio-herbicida de Trichoderma koningiopsis (TK), combinagdo do extrato com o herbicida comercial Zapp Qi® - Sal potéssico (ZQi), e 0 ZQi
isoladamente na dose recomendada, realizadas aos 16 DAT. Erechim/RS, UFFS, 2020.

Tratamento AP DC MSC NF AF PF AFE MSF
Controle 29,86 £7,3a 3,12 #05a 0,029 £0,01a 54 *09ns 16,8 +x2,3a 203,09 #42,3ns 143,09 +196,1b 0,05 =0,07b
Tk 2588 *7,4ab 1,92 +0,3b 0,028 £0,0la 6,0 *x1ns 29,6 *4,2ab 211,32 #29,1ns 269,34 +815ab 0,116 = 0,03b
Tk +ZQi 10% 23,86 *1,7ab 2,18 #0,4ab 0,027 £0,01b 52 +13ns 219 *1lab 163,86 +958ns 199,52 +158,1b 0,135 = 0,05b
Tk +ZQi20% 20,14 *7,2ab 1,90 #05b 0,014 +0ab 56 *1,1ns 26,3 *29ab 160,42 *458ns 360,95 +78,6ab 0,075 +0,01b
Tk +ZQi50% 17,54 #54b 2,09 #0,5ab 0,006 £0b 6,0 £1,2ns 18,9 +45ab 189,22 +33ns 348,69 +*415ab 0,054 +0,01b
Tk+ZQi70% 21,46 *15ab 2,09 +0,3ab 0,008 +0b 54 *1,1ns 18,2 +33ab 129,85 +63,4ns 173,86 +51,6b 0,108 +0,02b
Tk +ZQi90% 20,58 *15ab 2,07 #0,6b 0,007 £0b 56 *15ns 154 +*27b 116,57 +752ns 180,56 +*41,6b 0,087 +0,01b
Tk +ZQi 100% 21,66 #52ab 2,21 #0,4ab 0,004 £0,01b 56 *09ns 179 #85ab 117,32 #83,4ns 107,38 +103,7b 0,324 * 0,22 a
ZQi 100% 26,64 +21ab 2,47 #0,8ab 0,002 +0b 58 #11ns 195 +42ab 167,11 +819ns 520,45 +302,8a 0,048 +0,03b
- DMR CR MSR NN MSPA MSR/MSPA MST MP
Controle 1,68 +0,6 ns 28,00 +8,2ab 0,015 +0Ons 34 *09ns 0,07 £0,07b 046 +047b 0,092 +0,07 b 0%c
Tk 1,19 +0,6 ns 23,86 *+4,5abc 0,014 +0ns 4 +£14ns 0,14 £0,04b 0,10 +0,02ab 0,158 +0,04 ab 70 % b
Tk +2Qi10% 2,01 +09ns 33,44 +1,7a 0,015+0,01ns 3,2 £1,1ns 0,16 £0,05ab 0,09 +0,03ab 0,177 +0,06 a 90 % ab
Tk+ZQi20% 1,79 0,6 ns 23,97 #6,7abc 0,010 +Ons 3,6 +09ns 0,08 +0,02b 0,11 +0,02b 0,099 +0,02b 90 % ab
Tk +ZQi50% 1,81 +0,8ns 1542 #49cd 0,006 =0 ns 4 £14ns 0,06 £001b 0,10 +0,02b 0,067 +0,01b 100 % a
Tk+ZQi70% 1,73 0,6 ns 19,88 +10bcd 0,004 +Ons 3,4 *15ns 0,11 *0,02b 0,04 +0,04b 0,119 +0,02b 100 % a
Tk +2Qi9%0% 1,65 +06ns 9,79 ¥25a 0,030 0,06 ns 3,6 +09ns 0,09 +0,02b 0,35 +0,68b 0,124 +0,06 b 100 % a
Tk +ZQi 100% 1,70 0,6 ns 12,02 +4,4cd 0,002 +Ons 3,6 *0,5ns 0,19 *0,23a 0,06 +0b 0,130 0,23 Db 100 % a
ZQi 100% 1,85 #0,6ns 9,12 #34a 0,011 +0,02ns 3,8 #1,3ns 0,05 +0,03b 0,06 +0,32b 0,061 +0,04b 100 % a

Dados representam média = DP (n = 5). t médias seguidas de letras iguais,

dentro de cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey. ™ néo significativo a p<0,05.
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CONSIDERACOES FINAIS

A aplicagdo combinada do Trichoderma koningiopsis com os herbicidas testados
[Roundup Original (Sal isoprolamina), Roundup WG (Sal de amonio), Zapp Qi® (Sal
potassico)] na cultura da soja, demonstrou que os sintomas de fitotoxidade sdo apenas
pontuais, ndo causando interferéncia nas varidveis de altura da parte aérea e comprimento
de raizes, sendo que a mortalidade de plantas foi igual a 0% para todos os tratamentos
realizados.

Para planta daninha do leiteiro, o herbicida Zapp Qi® é o mais eficiente com a menor
concentracdo, de 10% que causa 90% do controle das plantas. Os herbicidas Roundup
Original com 80% de controle na concentragdo de 10% do produto e Roundup WG com 80%
do controle na concentracdo de 50%.

Com a planta daninha do papud, a associacdo do bio-herbicida com herbicida Zapp
QIi® causa 90% de controle com Tk+ZQi10%; e total (100%) com Tk+ZQi50%, sendo
6timos resultados de controle com baixas concentragdes do produto comercial.

Os resultados demonstram o grande potencial da combinacdo do fungo Trichoderma
koningiopsis com os produtos comerciais, e com isto, abrem a perpectiva para reducdo de
doses na aplicacdo destes herbicidas, com consequente redugdo dos impactos ambientais.
Entretanto, estudos ainda devem ser realizado para que isto seja possivel.
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CONCLUSOES FINAIS

Nesta dissertacao pode ser concluido que o microrganismo T. koningiopsis apresenta
maior sensibilidade em seu crescimento aos herbicidas comerciais Poquer (Cleotodin),
Accent, Clorimuron (Classic), Glufosinato de aménio (Finale), Gramoxone (Paraquate),
Atrazina + Simazina (Primatop® SC), mas é resistente a todos os herbicidas testados quando
exposto as doses de tanque.

No teste com as plantas do modelo de pepino, foi observado que as planats sofreram
acao do bio-herbicida a base de T. koningiopsis que foi responsavel pela morte de até 80%
nas plantas, e que causou interferéncia no desenvolvimento vegetativo.

Em teste de fugacidade com minhocas, foi contatado que o bio-herbicida n&o causa
perigos ecotoxicologicos ao meio ambiente e aos organismos que vivem dele.

Também constatou-se que o bio-herbicida de T. koningiopsis quando associado aos
produtos comerciais Roundup Original (Sal isoprolamina), Roundup WG (Sal de amonio),
Zapp Qi® (Sal potassico) ndo causa danos na cultura da soja e é eficiente no controle de
plantas daninhas de leiteiro e papud mesmo com concentracdes apartir de 50% das doses
recomdadas pela bula do produto.

Anédlises bioquimicas ainda sdo necessarias para identificar se o efeito herbicida do
biocomposto causado em plantas se dard pela producdo de enzimas do fungo ou pela
producdo de compostos metabolitos secundarios responsaveis pela fitotoxicidade.

O tema dessa pesquisa aborda um assunto inovador que necessita real investimento
no desenvolvimento de abordagens alternativas que compreende auxiliar o agricultor sem

agredir o meio ambiente.



