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CONTROLE ALTERNATIVO DE MACROFITAS AQUATICAS
INFESTANTES DE RESERVATORIOS

Alternative control of aquatic macroophites infesting of reservoirs

RESUMO: Observando todos os prejuizos econdémicos, sociais e ambientais provocados
pela extrema proliferagdo de macrofitas aquaticas em reservatorios, além do Brasil ser
um pais com suma importancia em geracdo de energia elétrica a partir de Usinas
Hidrelétricas. Este trabalho teve como objetivo desenvolver potenciais bioherbicidas a
partir de micro-organismos, obtendo a producdo de fitotoxinas para utilizacdo em
biocontrole de macrofitas aquaticas. O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com 3 repeticdes para cada tratamento, mais testemunha;
utilizando 3 espécies de macrofitas aquéticas, Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes e
Salvinia herzogii. Foram realizadas avaliagcdes visuais, aos 2, 5, 8, 10 e 15 dias apds o
tratamento (DAT), utilizando-se para tanto de uma escala percentual de notas, em que 0%
representava nenhum controle e 40% controle sobre as plantas em estudo, mesmos dias
de avaliacdo foram utilizados para a verificacdo da massa fresca. Pela técnica de selecao,
trés fungos foram selecionados, Trichoderma spp., Verticillium spp. e Paecilomyces spp.,
produzindo 4 bioherbicidas, um deles com interagdo de dois fungos, Trichoderma spp +
Verticillium. Com a avaliacdo dos resultados, foi possivel identificar no dano visual, que
apenas em uma das espécies (Pistia stratiotes) e em 2 tratamentos (Paecilomyces e
Verticillium) os danos foram causados, com maior incidéncia entre o segundo e quinto
dia ap0s sua aplicagao. Para a massa fresca, da mesma forma, apenas uma das
espécies (Eichhornia crassipes) obteve resultados, tendo trés (Paecilocyces, Trichoderma
e Verticillium) dos quatro tratamentos com resultado significativo em relacdo a
testemunha.

PALAVRAS-CHAVE: Sustentabilidade, bioherbicida, biocontrole, macrofitas
aquéticas, Trichoderma, Verticillium, Paecilomyces.

ABSTRACT: Observing all economic losses, social and environmental impacts caused
by the extreme proliferation of aquatic macrophytes in reservoirs, besides Brazil being a
country with great importance in electric power generation from Hydroelectric Power
Plants. This work had as objective to develop potential bioherbicides from
microorganisms, obtaining the production of phytotoxins for use in biocontrol of aquatic
macrophytes. The experiment was installed in a completely randomized design (CRD)
with 3 replicates for each treatment, plus the control; using 3 species of aquatic
macrophytes, Eichhornia crassipes, Pistia stratiotes e Salvinia herzogii. Visual
evaluations were carried out at 2, 5, 8, 10, 15 days after treatment (DAT), using a
percentage scale of notes, where 0% represented no control and 40% control of the plants,
the same evaluation days were used to verify the fresh mass. By the selection technique,
three fungi were selected, Trichoderma spp., Verticilliuml spp. e Paecilomyces spp.,
producing 4 bioherbicides, one with interaction of two fungi, Trichoderma spp +
Verticillium. By evaluating the results, it was possible to identify that in the visual, the
main damages were caused only in one of the species (Pistia stratiotes) and in 2
treatments(Paecilomyces e Verticillium), with greater incidence between the second and
fifth day after application of the bioherbicide. For fresh mass, similarly, only one of the
species obtained results, having three (Paecilocyces, Trichoderma e Verticillium) of the
four treatments with a significant result in relation to the control.



KEYWORDS: Sustainability, bioherbicide, biocontrol, aquatic macrophytes,
Trichoderma, Verticillium, Paecilomyces.
INTRODUCAO

O Brasil € um pais de suma importancia no que tange a geracéo de energia elétrica,
tendo como consequéncia a crescente construcdo de usinas hidrelétricas no pais, as quais
modificam fortemente a paisagem natural acarretando alteracbes significativas e
irreversiveis no ambiente (Goldemberg, 2007).

Perante todos 0s prejuizos econdémicos, sociais e ambientais provocados em caso
de extrema proliferacdo de macrofitas aquaticas, faz-se necessario utilizar técnicas de
controle destas. O crescimento excessivo e acelerado das macrofitas aquaticas somado
aos prejuizos causados por essas nos reservatorios, tem instigado diversos pesquisadores
a discutir formas de controle destas plantas, tendo em vista a existéncia de métodos
tradicionais de controle, sendo eles o quimico, mecanico e bioldgico (Gastal Jr. et al.,
2003).

Dentre estes métodos, a principal forma de controle é a mecanica, considerando-
se 0s problemas ambientais causados pelo controle quimico - ja que a Fundacgdo Estadual
de Protecdo Ambiental Henrique Luis Roessler- FEPAM dificilmente disponibiliza
licenciamento ambiental para o uso de quimicos - e o0 baixo desenvolvimento da técnica
de controle bioldgico. O controle bioldgico, por sua vez, faz-se com o uso de organismos
vivos para controlar ou reduzir populac@es de espécies de plantas indesejaveis, sendo o
uso de micro-organismos como bioherbicidas uma das mais promissoras (Kathiresan,
2000; Avila, 2004; Fiorillo, 2007). Segundo Petta (2008), o controle biolégico através da
producdo de herbicida por micro-organismos, apresenta algumas vantagens sobre o
herbicida sintético, pois sdo biodegradaveis e, consequentemente, ndo deixam residuos
toxicos no meio ambiente.

De forma geral, a utilizacdo de bioherbicidas apresenta-se como uma técnica
importante para reduzir a degradacdo ambiental, além de ndo impedir 0s processos
ecoldgicos naturais, como a dominéncia vegetal, a sucessdo ecoldgica, a formagédo de
comunidades e de vegetagdo climax (Radosevich; Holt; Ghersa, 2007).

Diante da necessidade de pesquisas sobre as técnicas de controle biologico e a
importancia do uso de micro-organismos como bioherbicidas em macrdéfitas aquaticas,
(Nachtigal, 2009), o presente artigo teve como objetivo o desenvolvimento de
bioherbicidas para um possivel controle de macrdéfitas aquaticas infestantes, a partir de

fitopatogenos nativos.



MATERIAL E METODOS
Prospeccdo dos micro-organismos fitopatogénicos - Ocorreram coletas sistematicas na

regido de plantas aquaticas infectadas, exibindo sintomas tipicos de enfermidades.
Utilizando espécies de macroéfitas aquaticas, sendo elas: Eichhornia crassipes, Pistia
stratiotes e Salvinia herzogii. As amostras coletadas foram acondicionadas em condigédo
de resfriamento em caixas de isopor. ApGs, transportadas para o laboratdrio de
Agroecologia da Universidade Federal da Fronteira Sul de Erechim, onde foi feito o
isolamento dos micro-organismos fitopatogénicos.

Isolamento de micro-organismos fitopatogénicos - O isolamento dos micro-organismos

fitopatogénicos foi realizado a partir das amostras coletadas de plantas com sintomas e
doengas, conforme postulados de Koch (Figura 1). Os tecidos coletados foram
desinfestados em alcool 70% até 1 minuto, hipoclorito de sodio até 2% de cloro ativo v/v
por até 3 minutos e duas lavagens com agua destilada (Araujo et al., 2000). Apds
desinfestados os tecidos foram colocados em placas de Petri contendo meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) e incubadas a 28°C por 7 dias. A purificagdo das colonias
foi realizada por estrias de esgotamento em repicagens sucessivas em placas de petri com

0 mesmo meio de cultura, até a obtencdo de culturas puras.
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Figura 1: Postulados de Koch em fitopatologia (1881).

Producdo Microbiana em fermentacdo submersa - Os micro-organismos isolados foram

crescidos em fermentacdo submersa através do uso de frascos agitados, contendo 250 mL
de meio de cultura. A formulagdo do meio de cultura foi realizada com as seguintes
proporcoes: 10 g/L de glicose (CeH120s); 7,5 g/L de extrato de levedura; 10 g/L de
peptona; 2 g/L de sulfato de amdnio (NH4)2SOs4; 0,5 g/L de sulfato de magnésio
(MgS04.7H20); 1 g/L de sulfato ferroso (FeSO4.7H20) e 1 g/L de sulfato de manganés
(MnS0O4.H20).



Os meios de cultura liquidos foram esterilizados em autoclave a 121°C por 30
minutos. Apds o meio de fermentacdo atingir a temperatura ambiente, foram inoculados
com 0s micro-organismos contidos nas placas de petri. As fermentac6es foram realizadas

a 28°C em Shaker, agitados a 120 rpm, permanecendo por 3 dias nessas condigdes.

Preparo das unidades amostrais - Para o0 experimento os especimes (Eichhornia crassipes,

Pistia stratiotes e Salvinia herzogii) foram transferidos para recipientes com as seguintes
dimensoes, 0,3 m de didmetro por 0,4 m de altura, com um volume de 4gua de 18 Litros
por unidade amostral. Utilizando dgua do acude localizado no campus da universidade.
Sendo utilizadas 6 plantas para cada espécie.

Delineamento experimental - Utilizando o delineamento inteiramente casualizado (DIC)

com 3 repetices para cada tratamento, mais testemunha. Os bioherbicidas foram
aplicados sob pulverizacdes com borrifador de jardim, aplicando-se a solucdo diretamente
na parte aérea das plantas, até seu enxarcamento. O precipitado manteve concentracdo de
1x10%conidios por mL (AVILA; PITELLI, 2004).

Identificacdo dos micro-organismos — Em uma lupa e com o auxilio de uma haste, foram

removidos esporos dos fungos presentes nas placas de petri. Apos, foram transferidos
para uma lamina contendo azul de metileno para a observacdo em microscopio e
identificacdo dos géneros dos fungos. Com base nas caracteristicas do fungo foi possivel
identificar qual seu género, utilizando livro de Barnett, et al. 1998.

Avaliacdo dos experimentos - Avaliacao da fitointoxicacdo: Foram realizadas avaliacdes

visuais, aos 2, 5, 8, 10, 15 dias apos tratamento (DAT). Essas anélises objetivam avaliar
a fitointoxicagédo e/ou controle, utilizando para isso uma escala percentual de notas, em
que 0% representava nenhum controle e 40% controle da plantas em estudo, dando-se
notas de injuria a partir de uma escala diagramatica proposta por Nunes & Alvez (2011)
(Figura 2).
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Figura 2 - Escala percentual de notas de 0% & 40%
Fonte: Metodologia para elaboracéo de escalas diagramaticas para avaliacdo de doengas em plantas, 2011.



Avaliacéo de peso fresco: Apos escorrimento do excesso de d&gua e com auxilio de balanca
de precisao foi determinado a massa fresco, expresso em kg de peso fresco (Kg/PF) de
cada colecdo de espécie por unidade amostra, realizada ap6s cada avaliagao visual

Os resultados obtidos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) pelo

teste Dunnett a 5% de probabilidade, utilizando o software GraphPad Prism 5.

RESULTADO E DISCUSSAO

No laboratério de Fitopatologia, foi possivel identificar 3 géneros diferentes de
fungos aplicados; sendo eles Trichoderma spp., Verticillium spp. e Paecilomyces spp.
Destes 3 fungos foram produzidos 4 bioherbicidas, um contendo dois fungos,
Trichoderma spp. + Verticillium spp., para verificar a interagdo dos mesmos quando
aplicados em conjunto, e outros 3 bioherbicidas com apenas 1 fungo, Trichoderma spp.,
Verticillium spp. e Paecilomyces spp., produzidos separadamente.

Para Salvinia herzogii, ndo foi observado diferenca significativa nos resultados,
tanto para a avaliagdo de massa fresca, quanto para a avaliacdo de dano visual, o que
indica que os fungos testados ndo obtiveram efeito sobre a espécie.

Ja para a Pistia stratiotes, houve um dano visual significativo em relacdo a
testemunha com os bioherbicidas produzidos com os fungos, Paecilomyces (2,6% de
dano) e Verticillium (4,7% de dano) (Grafico 1), apesar de serem baixos, diferiram
estatisticamente ja que a testemunha praticamente ndo apresentou dano. Estes fungos ja
mostraram danos visuais nas plantas nos primeiros dias de avaliagdo, sendo mais
aparentes nos dias 2 e 5 (Figura 3), isto significa que apds o 5° dia da aplicacdo os dois
fungos, Paecilomyces e Verticillium, foram perdendo seu efeito fitointoxicante e a planta
comegou sua recuperacao, apresentando pouco dano visual no ultimo dia avaliado.

Vale ressaltar que os bioherbicidas produzidos com, Trichoderma + Verticillium
e trichoderma, ndo apresentaram fitointoxicacao representativa em relacao a testemunha,
identificando que a espécie de trichoderma utilizada néo apresenta bom resultado para o
controle de Pistia stratiotes. Segundo Martins (1998) e Silva (2007), Trichoderma spp.
causa a deterioracdo das hifas hospedeiras pelo meio de secre¢do de metobolitos toxicos
impedindo o desenvolvimento de Verticillium, por isso ocorreu um resultado muito
inferior da interagcdo entre os dois fungos em relacdo ao fungo Verticillium aplicado
separadamente, além disso as espécies de Trichoderma sdo geralmente consideradas

competidoras agressivas, apresentando rapido crescimento e colonizagdo, sendo um



agente de controle biologico por ser antagonista a varios fungos fitopatogénicos incluindo
o Verticillium (Marchetti, 1992 ; Benitez et al, 2004; Chet & Hennis, 1985), entdo o
Trichoderma causou danos para o Verticillium e ndo para a planta.

Contudo, as espécies de Trichoderma podem parasitar também estruturas de
resisténcia como microesclerodios, que sdo frequentemente produzidos por Verticillium
dahliae (Chet & Hennis, 1985). Ressaltando, que este € o motivo pelo qual o Trichoderma
€ 0 agente de controle bioldgico de doencas de plantas mais estudado e utilizado no Brasil
e em outros paises da Ameérica Latina (Bettiol et al., 2008).

O dano causado na Pistia stratiotes foi apenas visual, pois quando avaliado a
massa fresca das plantas ficou evidente que esta continuou crescendo normalmente, j&
que quando comparados a massa do tratamento testemunha, a dos quatro tratamentos
obtiveram um aumento semelhante, considerando os mesmos dias de avaliacéo,
demonstrando assim, que a aplicacdo dos bioherbicidas ndo diferiram estatisticamente da
testemunha, mesmo o Trichoderma obtendo um percentual de crescimento pouco maior
ao 15° dia apds o tratamento, obtendo uma massa 37,14% superior ao dia de avaliacdo

antes da aplicacdo do bioherbicida, enquanto 34,7% para a testemunha.

Tabela 1 — Dano visual expresso em porcentagem (%) para espécie Pistia stratiotes

Trichoderma+  Trichoderma Paecilomyces Verticillium Testemunha
Verticillium

DAT PDV PDV PDV PDV PDV

2 1.300 +£0.173 0.933 +0.115 2.367* +0.306 4.700* +0.608 0.033 +0.058
5 1367 +0.153 1.000 +0.200 2.600* +0.265 4.700* +0.458 0.067 +0.058
8 1.067 +0.115 0.600 +0.173 1.967* +0.252 3.133* +0.058 0.067 +0.058
10 0.900 +0.100 0.433 +0.115 1.767* +0.321 2.700* +0.361 0.100 +0.100
15 0.833 +0.153 0.200 +0.100 1.267* +0.462 2.033* +0.153 0.133 +0.115

DAT — Dias Apds Tratamento

PDV — Porcentagem de Dano Visual

*Resultados apresentando diferenca estatistica perante a testemunha



Figura 3 — Visualizacdo do dano causado pela aplicagdo do bioherbicidas
(Verticillium). Imagens dispostas em, sem tratamento, 2° dia ap0s aplicagdo e 5° dia apds
a aplicacéo, respectivamente.

Para a Eichhornia crassipes houve dano visual, mas nao significativo, ja que pode
ser observado danos semelhantes no tratamento testemunha, isto pode ser um indicativo
que as plantas utilizadas para a realizacdo do experimento ja eram hospedeiras de algum
fungo antes mesmo da aplicacdo dos bioherbicidas. Isso pode ter influenciado na
significancia dos resultados, ja que os tratamentos com bioherbicidas apresentaram um
pouco mais de dano, mas ndo suficientes para que fosse estatisticamente significativo.
Além disso, em populacdes de Eichhornia crassipes pode-se observar que grande parte
das plantas apresenta sinais foliares originados dela acdo de Neochetina eichhorniae e
Neochetina brucchi, com infecgdes secundarias de fungos (PITELLI et al, 2003), a partir
disso conclui-se que por estarem em estufas e ndo apresentarem danos primarios por
insetos, os fungos utilizados ndo apresentaram efeito esperado, ja que nesta espécie 0s
fungos acarretam mais facilmente danos secundarios.

Quando avaliado a massa fresca da Eichhornia crassipes, foi possivel visualizar
que os tratamentos com Paecilomyces, Trichoderma e Verticillim apresentaram uma
variacdo de peso significativa em relacédo a testemunha (Grafico 2), chegando ao 15° dia
com uma massa 25,69%, 21,27% e 21,1% superior ao dia de avaliacdo antes da aplicacéo
do bioherbicida para os fungos Paecilocyces, Trichoderma e Verticillium
respectivamente, enquanto a testemunha apenas 3,5%. Para o Trichoderma pode-se dizer
que esse aumento ocorreu, pois, fungos deste género apresentam potencial para a
promocao do crescimento vegetal (Machado et al), e segundo Brotman et al. (2010), ha
espécies de Trichoderma spp. que podem promover aumentos de até 300% no

crescimento de plantas.



O Unico tratamento que nao apresentou resultado significativo para a Eichhornia
crassipes em relagéo a testemunha foi o tratamento Trichoderma + Verticillium, com isso
podemos concluir que o trichoderma agiu como antagonista para a reproducéo do fungo
Verticillium e ndo como promotor do crescimento da planta, j& que segundo Harman
(2000), Harman (2004) e Vinale (2008) o Trichoderma pode agir como promotor e

também como controlador de outros fungos fitopatogénicos.

Tabela 2 — Acréscimo de Massa Fresca expresso em porcentagem (%) para espécie

Eichhornia crassipes

Trichoderma + Trichoderma Paecilomyces Verticillium Testemunha
Verticillium
DAT PAMF PAMF PAMF PAMF PAMF
2 1580 +1.671 14.367* x5.459 10.230* +6.713 13.567* 8444 0.617 £0.535
5 4693 +4.661 18.500* +6.265 8.893* +2.567 11.577* +£3.438 0.157 £2.619
8 8.633 +1.493 20.470* +6.538 16.067* +9.115 14.160* +6.812 0.937 £0.956
10 11580 +1.506 18.400* +8.287 20.663* +9.311 18.620* +9.133 2.943 +0.615
15 13.213 +3.297 21.277* +8.054 25.690* +12.101 21.100* £10.688 3.507 +0.875

DAT - Dias Ap6s Tratamento
PAMF — Porcentagem de Acréscimo de Massa Fresca
*Resultados apresentando diferenca estatistica perante a testemunha

Métodos de controle alternativos tém sido muito buscados e controle bioldgico
tem sido identificado como a melhor alternativa para a gestdo bem-sucedida e lucrativa
de Eichhornia. crassipes, que consiste em uma das espécies mais problematicas
(CILLIERS, 1991). Dentre as alternativas para a diminuicdo da aplicacdo de agrotoxicos
0 controle biolégico é um dos mais debatidos, podendo tanto valer-se ao controle
biolégico natural quanto realizar a introducdo de um agente de controle biol6gico
(MORANDI, BETTIOL, 2009).

CONCLUSAO

Podemos concluir que fungos testados tem o potencial de causar fitointoxicagao
em macréfitas aquaticas, podendo obter resultados diferentes em espécies distintas. Pode
ser observado, mesmo que com pouca eficiéncia, o dano visual causado pelos fungos

Verticillium spp. e Paecilomyces spp. foi expressivo na espécie Pistia stratiotes;



necessita-se mais estudos para melhores conclusées, apesar disso, estes resultados sao
fortes indicativos de que devemos continuar os estudos com estes fungos. Enquanto para
a Eichhornia a promocgéo do crescimento vegetal foi o maior efeito encontrado pelos
fungos. Além disso, ficou evidente que o Trichoderma spp. atuou como antagonista,
efetuando um controle sobre o fungo Verticillium. spp., e ndo sobre a planta, quando
aplicados associados.

Com isso, podemos dizer que se necessita uma maior quantidade de estudos na
area, para que de forma conjunta, consigamos obter dados da efetividade do controle de

macrofitas aquaticas a partir de bioherbicidas produzidos por fungos.
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