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RESUMO 

 

SELEÇÃO DE FUNGOS VISANDO A PRODUÇÃO DE UM BIOHERBICIDA 

PARA O CONTROLE DE CONYZA SP.  

 

AUTOR: JAIR JOÃO DANIEL JUNIOR 

ORIENTADOR: Dr. MARCIO ANTONIO MAZUTTI 

 

Um dos grandes desafios quando se trabalha com agricultura em grande escala é sem 

dúvida, controlar a inserção e disseminação de plantas daninhas nas áreas de cultivo. O controle 

das espécies daninhas na sua grande maioria é realizado através do controle químico. Apesar 

de o controle químico trazer resultados satisfatórios, seu uso desregrado e contínuo pode 

ocasionar inúmeros problemas como, contaminação do solo, corpos d’água, alimentos, e o 

desenvolvimento espécies daninhas resistentes. A conyza sp, particularmente vem trazendo 

inúmeros prejuízos nas áreas agrícolas devido a sua rápida disseminação e facilidade de se 

adaptar a condições adversas, assim como a determinados herbicidas. Partindo desse ponto, o 

presente trabalho visa a coleta, seleção e identificação de um microrganismo, pertencente ao 

Bioma Pampa, objetivando a produção de metabólitos secundários (fitotoxinas) que apresentem 

atividade herbicida no controle da Conyza sp. Dentro desse contexto, foram coletados e isolados 

126 microrganismos, a partir de plantas daninhas com sintomas de enfermidade, pertencentes 

ao bioma pampa. Para seleção do microrganismo com maior atividade herbicida foram 

realizados ensaios em pré e pós-emergência e punctura em duas plantas teste, Cucumis. Sativus 

e Sorghum bicolor. Após a realização dos ensaios foi selecionado o tratamento SO 210, sendo 

o microrganismo responsável pela produção do mesmo, identificado como um fungo do gênero 

Fusarium Fujikuroi. A partir da escolha do microrganismo, foi realizado a padronização das 

condições de fermentação para melhorar a eficiência do tratamento. Essas condições foram 

definidas como sendo: 10 g/L sacarose, 5% água de maceração de milho, agitação de 200 rpm, 

pH 7, temperatura de 25°C e tempo de fermentação de 7 dias. Definida a padronização das 

condições de fermentação, foi realizada a formulação do tratamento SO 210 (caldo fermentado), 

com diferentes concentrações de adjuvantes (óleo mineral Assist® e os surfactantes Tween 80® 

e Span® 80). A avaliação da melhor formulação foi realizada atravé de um ensaio em pó-

emergência com plantas de Conyza sp. Dessa forma, constatou-se que a melhor formulação a 

ser empregada no tratamento SO 210, consiste nas seguintes concentrações; 41,5% de caldo 

fermentado, 3% de óleo mineral Assist® e 5,5 % de surfactantes Tween 80® e Span® 80, 

resultando em um EHL elevado, variando de 9,7 a 15.  

Por fim, conclui-se que o tratamento produzido pelo microrganismo Fusarium fujikuroi, 

mediante as condições de fermentação submersa e formulação mencionadas acima, apresenta 

um alto potencial para controle em pós-emergência de plantas de Conyza sp 

 

Palavras chave: Metabólitos Secundários, Bioma Pampa. Conyza sp 
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ABSTRACT 

SELECTION OF FUNGI FOR BIOHERBICIDE PRODUCTION FOR THE CONYZA 

SP. CONTROL  

 

AUTHOR: JAIR JOÃO DANIEL JUNIOR 

 

ADVISOR: MARCIO ANTONIO MAZUTTI 

 

One of the great challenges when working with large-scale agriculture is undoubtedly control 

the insertion and dissemination of weeds in the growing areas. Most of the weed control is done 

through chemical control. Although chemical control provides satisfactory results, its 

unregulated and continuous use can cause many problems such as soil contamination, water 

bodies, food, and the development of resistant weeds. Conyza sp, in particular, has been causing 

so many losses in the agricultural areas due to its rapid spread and ease of adaptation to adverse 

conditions, as well as certain herbicides. From this point, the present work aims at the 

collection, selection and identification of a microorganism, belonging to the Pampa Biome, 

aiming the production of secondary metabolites (phytotoxins) that show herbicidal activity in 

the control of Conyza sp. Within this context, 126 microorganisms were collected and isolated 

from weeds with disease symptoms, belonging to the pampa biome. For the selection of the 

microorganism with greater herbicidal activity, pre-emergence and post-emergence and 

puncture tests were performed in two test plants, Cucumis. sativus  and Sorghum bicolor. After 

the tests, the SO 210 treatment was selected, and the microorganism was responsible for its 

production, identified as a fungus of the genus Fusarium fujikuroi. From the choice of the 

microorganism, the standardization of fermentation conditions was performed to improve the 

efficiency of the treatment. These conditions were defined as being: 10 g / L sucrose, 5% corn 

steepening water, 220 rpm agitation, pH 7, 25øC temperature and 7-day fermentation time. 

Once the fermentation conditions were standardized, the SO 210 treatment (fermented broth) 

was formulated with different concentrations of adjuvants (Assist® mineral oil and Tween 80® 

and Span® 80 surfactants). The evaluation of the best formulation was carried out by means of 

a powder-emergency test with Conyza sp. Thus, it was found that the best formulation to be 

used in the SO 210 treatment consists of the following concentrations; 41.5% fermented broth, 

3% Assist® mineral oil and 5.5% Tween 80® and Span® 80 surfactants, resulting in a high 

EHL, ranging from 9.7 to 15. 

Finally, it is concluded that the treatment produced by the microorganism Fusarium fujikuroi, 

under the conditions of submerged fermentation and formulation mentioned above, presents a 

high potential for post-emergence control of plants of Conyza sp 

 

Key Words:, Secondary metabolites, Pampa Biome, Conyza sp 
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1 INTRODUÇÃO 

  

O crescimento populacional, aliado ao desenvolvimento industrial observado nos 

últimos séculos, trouxe consigo uma expansão global da agricultura. Com a demanda por 

alimentos aumentando a cada dia, existe a necessidade de intensificar as técnicas agrícolas, 

visando uma produção em larga escala e com boa qualidade. 

 Um estudo realizado pela ONUBR (Organização das Nações Unidas no Brasil) indica 

que será necessário um amento de aproximadamente 60% na produção mundial de alimentos, 

assim com, 40% mais água para que se possa suprir a demanda nos próximos trinta anos 

(ONUBR, 2015). Para atender essa demanda, novas técnicas agrícolas começaram a ser 

executadas, passando a incluir o uso de maquinário agrícola de alta tecnologia, softwares, e 

principalmente a utilização de agroquímicos, (herbicidas, inseticidas, fungicidas) nas áreas de 

cultivo (ROUBOS et al., 2014; MASSRUHÁ, 2015). Apesar de aumentar a produtividade, o 

emprego de tais técnicas ainda não resolve um dos maiores desafios a agricultura em grande 

escala que é controlar o aparecimento de plantas daninhas nas áreas de cultivo. 

 O controle das espécies daninhas em áreas agrícolas normalmente é realizado através 

do emprego de técnicas, como, manejo de culturas, controle mecânico, controle biológico e 

principalmente o controle químico. (CHRISTOFFOLETI et al., 2008). A pesar de proporcionar 

algumas vantagens quando comparado a outras técnicas, como, alta eficiência, ótimo custo 

benefício e rapidez na aplicação, o controle químico possui algumas desvantagens. Dentre elas, 

podemos citar a necessidade de equipamentos (maquinários) e mão de obra capacitada para 

aplicação (controle químico em grandes áreas), alto potencial de contaminação do solo, lençol 

freático, corpos d’água, e até mesmo alimentos (SILVA et al., 2012). Além disso, um dos 

principais problemas oriundo do controle químico desregrado é sem dúvida o desenvolvimento 

de espécies daninhas resistentes aos herbicidas comercializados (SANTOS et al., 2014).  

No Brasil, o gênero Conyza sp, popularmente conhecido como buva, ganhou destaque 

nas lavouras de soja, principalmente por apresentar plantas com alto potencial competitivo e 

dispersivo, podendo causar danos irreversíveis a lavoura (VIEIRA et al., 2015). O controle de 

plantas do gênero Conyza sp em áreas agrícolas tem sido realizado através do uso de herbicidas 

de origem química, tais como o glifosato. No entanto, com o passar dos anos, algumas espécies, 

incluindo a Conyza sp acabaram adquirindo resistência ao mecanismo de ação de determinados 

herbicidas (LAMEGO, 2008; WAGGONER et al., 2011; BYKER et al., 2013; 

MELLENDORF, 2013).  
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Diante desse cenário, o controle biológico de plantas daninhas surge como uma 

alternativa para uma agricultura sustentável no futuro. A busca e descoberta de novos 

microrganismos tem assumido um papel importante, uma vez que, possibilita a produção de 

novas moléculas que possam aturar como alternativa ao controle convencional.  

Uma alternativa dentro do controle biológico consiste em utilizar os metabólitos 

secundários produzidos por determinados microrganismos para controlar espécies daninhas 

(CARVALHO, 2013). Nas últimas décadas, alguns estudos têm apresentado resultados 

promissores ao utilizar o caldo fermentado contendo os metabólitos secundários produzidos por 

fungos, via fermentação submersa, para controlar determinadas espécies daninhas (VAREJÃO 

et al., 2013; CIMMINO et al., 2013 (b); SOUZA et al.,2015; ALMEIDA, 2014; EVIDENTE et 

l., 2015; BRUM, et al.,2016; HUBBARD et al.,2015, 2016). Da mesma forma, TOREDO 

(2017) e PES (2015) ao associar o caldo fermentado produzido por microrganismos a 

adjuvantes comerciais, como óleos e surfactantes, relataram um aumento na eficiência dos 

tratamentos no controle de Amaranthus hybridus L. e Conyza sp, respectivamente. Como 

exemplos de microrganismos capazes de produzir metabólitos fitotóxicos podemos citar alguns 

dos fungos como o Fusarium sp., Phomopsis sp., Phoma sp., Ascochyta agropyrina var., 

Diaporthe sp., entre outros.  

O Brasil, em função de seus seis biomas terrestres, assim como, suas características 

geográficas e climáticas, abriga uma enorme diversidade biológica, sendo considerado o 

principal entre os países mais megadiversos do planeta (OECD, 2015). Da mesma forma, no 

Rio Grande do Sul, especialmente, destaca-se o bioma Pampa, que, por sua vez, apresenta uma 

vasta biodiversidade, pouco explorada, além de uma enorme deficiência de estudos científicos 

relacionando os microrganismos encontrados no bioma com a produção de metabólitos para 

controle de plantas daninhas (OLIVEIRA et al., 2016). 

Dentro desse contexto, o presente trabalho tem como objetivo principal a busca e seleção 

de fungos em áreas pertencentes ao bioma Pampa, a fim de produzir um bioherbicida, via rotas 

metabólicas, e avaliar sua aplicação em associação a adjuvantes comerciais no controle pós- 

emergente de plantas do gênero Conyza sp. 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Isolar, selecionar e identificar um microrganismo pertencente ao bioma Pampa, capaz 

de produzir metabólitos secundários fitotóxicos, via fermentação submersa e avaliar sua 

eficiência no controle de Conyza sp.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Isolar e identificar um microrganismo com potencial herbicida, utilizando 

recursos biológicos pertencentes ao bioma Pampa; 

 Padronizar as variáveis que afetam o processo de fermentação para o 

microrganismo isolado, visando uma maior produção das fitotoxinas..  

 Avaliar a eficiência do emprego de adjuvantes associados caldo fermentado, 

visando a formulação inicial de um bioherbicida para controle pós-emergente de Conyza sp. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 BIOMA PAMPA E SUAS CARACTERÍSTICAS 

 

Segundo a atual classificação da vegetação, o Brasil é dividido em seis biomas terrestres, 

a Amazônia (49,29% do território), o Cerrado (23,92%), a Mata Atlântica (13,04%), a Caatinga 

(9,92%), o Pampa (2,07%) e o Pantanal (1,76%) (IBGE, 2004). O bioma Pampa ocupa cerca 

de 60% do território gaúcho e, em território brasileiro, é encontrado apenas no estado do Rio 

Grande do Sul. Possui uma área total de 176.496 Km², ocupando também grande parte do 

território Uruguaio e Argentino (BOLDRINI et al., 2010). Apresenta um clima subtropical 

temperado quente, com chuvas bem distribuídas e com estações do ano (temperaturas) bem 

definidas (MORENO, 1961). Na figura 1 pode-se visualizar os seis biomas brasileiros, sua 

localização no país, assim como, a área de abrangência do bioma pampa.  

 

 

Figura 1 - Biomas brasileiros e bioma Pampa 

 
Fonte: IBGE (2004) 

 

O Pampa apresenta uma imensa biodiversidade vegetal, sendo relatada a existência de 

mais de 2200 espécies de plantas campestres, além de uma grande diversidade de herbáceas 

(gramíneas, leguminosas, ciperáceas, etc.) e microrganismos, constituindo um vasto patrimônio 

genético muito pouco estudado (BOLDRINI et al., 2010; BILENCA; MINARRO, 2004). No 

entanto, a introdução de novas espécies vegetais no Pampa vem ocasionando uma perda cada 

vez maior na sua biodiversidade. Segundo o Ministério do Meio Ambiente, a Bioma Pampa é 

o bioma mais degradado do Brasil, restando apenas 36% de sua área nativa (MMA, 2014). 
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 As principais atividades econômicas desenvolvidas no bioma Pampa são a agricultura 

e agropecuária. A cultura da soja, juntamente com o arroz e outras monoculturas, como milho 

e trigo, têm ocupando grande parte do território gaúcho (PEREIRA, 2014). Além disso, o bioma 

Pampa vem sendo bastante explorado através do plantio de espécies florestais exóticas, como 

o Eucalyptus (eucalipto) o Pinus elliottii (pinus), visando à produção de madeira, celulose e até 

mesmo a compensação por danos ambientais (FIGUEIRÓ; SELL, 2010).  

Apesar do conhecimento sobre a degradação da biodiversidade nativa do Pampa, 

existem poucos estudos direcionados a aplicação dos recursos nativos do Pampa na área 

biotecnológica. Dessa forma, o desenvolvimento de estudos que possam explorar a biodiversidade 

nativa do Pampa, juntamente com a preservação dos recursos naturais locais, se torna de suma 

importância para o sucesso de futuras descobertas, assim como para o crescimento econômico e 

sustentável da economia Gaúcha.  

 

3.2 SELEÇÃO DE MICRORGANISMOS NO BIOMA PAMPA VISANDO CONTROLE DE 

PLANTAS DANINHAS 

 

A busca e seleção de microrganismos no bioma Pampa pode contribuir de maneira 

significativa para o desenvolvimento sustentável da região sul do país. Devido a sua imensa 

biodiversidade, a exploração dos recursos naturais do Pampa tenderá a beneficiar as mais 

distintas áreas, como saúde (produção de antibióticos e outros medicamentos), agricultura 

(controle biológicos de pragas, doenças e plantas daninhas), indústria (obtenção de enzimas, 

biomineração, produção de polímeros e outros produtos biodegradáveis), o saneamento 

ambiental (tratamento de resíduos sólidos e líquidos), etc. (BRASIL, 2010).  

A obtenção dos microrganismos ocorre mediante a coleta de frações de solo contendo 

colônias de microrganismo, assim como, pedaços de plantas com alguma injúria aparente. O 

isolamento dos microrganismos pode ser realizado de maneira direta, através da transferência 

de estruturas como esporos, hifas, direto de uma planta infectada para um meio de crescimento, 

ou de maneira indireta, através da coleta de porções infectadas de plantas, solo, sementes 

(ZERROUG et al., 2007). Normalmente os microrganismos são isolados em um meio de cultura 

sólido, padrão, conhecido como BDA (Batata, dextrose, Ágar) e posteriormente transferidos 

para meio de crescimento, que pode ser líquido ou sólido (LI et al., 2008; VAREJÃO et al., 

2013).  

O bioma Pampa apresenta uma imensa biodiversidade microbiana pouco explorada. 

Sanches (1987) em um estudo realizado em pastagens pertencentes ao Pampa Argentino, isolou 
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mais de 20 espécies de fungos. Souza et al, (2016; 2017), selecionou, isolou e identificou um fungo 

do gênero Diaporthe em áreas do Pampa gaúcho, constatando alta Fitotoxicidade em sementes e 

plantas de Cucumis. sativus. Da mesma forma, Pes et al, (2016) também obteve êxito ao utilizar 

o caldo fermentado produzido por este mesmo fungo no controle pós-emergente de Cucumis. 

sativus e Conyza sp.. 

Mesmo tendo uma importância ambiental e social muito grande, o bioma pampa vem 

sofrendo com práticas de manejo inadequadas, criação de animais em pastagens e avanço da 

agricultura. Com a ocupação do solo observada nas últimas décadas, é possível que uma 

significativa parte da biodiversidade microbiana do Pampa esteja sendo perdida e com ela 

importantes processos biotecnológicos deixem de ser estudados. Tendo conhecimento da 

gravidade da situação, fica evidente a importância de novos estudos enfatizando, não somente 

os recursos animais e vegetais, mas também, os microrganismos presentes no bioma. Essa 

prática pode vir a estimular a preservação das condições naturais do Pampa, além de contribuir 

para a criação de um banco de dados contendo metagenomas regionais, colaborando 

diretamente com o Projeto Microbioma Brasileiro (PMB) (BRUCE et al., 2012). 

O PMB terá como base para seu funcionamento sete etapas principais, sendo elas: (1) 

coleta de informações sobre o microbiota no Brasil; (2) avaliação de todos os métodos aplicados 

em cada estudo, definindo assim qual se aplica melhor a cada caso; (3) avaliação dos métodos 

já utilizados; (4) Seleção e padronização metodológicas de analises de dados; (5) criação de um 

banco de dados contendo informações sobre os microrganismos, incluindo informações 

genéticas, etc; (6) desenvolvimento de ferramentas práticas para a análise dos dados. (7) Após 

a criação do banco de dados, monitora-lo e ajustá-lo, a fim de manter os dados sempre 

atualizados. 

Em 2012, o Brasil foi incluído em uma associação global, denominada Global 

Biodiversity Information Facility (GBIF) passando a ter acesso livre e gratuito a uma gama 

mundial de informações sobre biodiversidade.  Além disso, existe um grande empenho por parte 

do Ministério da Ciência e Tecnologia para a criação de um sistema nacional de informação 

sobrea biodiversidade. Esse sistema, denominado sistema de informação sobre biodiversidade 

brasileira (SiBBr) visa a criação de um banco de dados contento informações da biodiversidade 

local, assim como, dar suporte a pesquisas futuras ou que já estejam em andamento (PYLRO et 

al., 2013). 

 

3.3 PLANTAS DANINHAS 
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3.3.1 Conceitos e características 

 

O termo planta daninha foi empregado durante muitos anos definindo “toda e qualquer 

planta que nasce em lugar indesejado como daninha” (BLANCO, 1972). Fisher (1973) adotou 

um conceito parecido, onde plantas são consideradas daninhas apenas quando interferem nos 

objetivos do homem em determinadas situações. Este conceito é adotado até hoje, porém, 

considerando fatores temporais e espaciais. Dessa forma, plantas cultivadas podem ser 

consideradas daninhas se estiverem crescendo em meio à outra cultura de interesse, recebendo 

a denominação de plantas daninhas comuns. (SILVA et al., 2007). 

Piteli (1987) evidencia que as plantas daninhas apresentam algumas características 

pioneiras como a capacidade de ocupar lugares onde, por algum motivo, a cobertura natural do 

solo foi extinta, grande agressividade, facilidade de germinação, além de imensa capacidade de 

adaptação (BALBINOT JR. et al., 2002).  

Para Muzik (1970) as plantas daninhas originaram-se, inicialmente, de fenômenos 

naturais, tais como glaciações, terremotos, desmoronamentos, mudança de rios e mares. Baker 

(1974) propõe três teorias para a origem das plantas daninhas: I. Espécies selvagens adaptaram-

se e foram selecionadas. II. Hibridações entre espécies selvagens e raças cultivadas de espécies 

domesticadas. III. Espécies abandonadas no processo de domesticação por não terem valor 

conhecido na época. Hoje, sabe-se que as três teorias se complementam.  

Quanto à classificação, as plantas daninhas podem ser classificadas tendo como base 

determinados parâmetros, tais como: ciclo de vida, hábito de crescimento, mecanismo de 

reprodução, meio de dispersão de propágulos, taxonomia, fisiologia, etc. (FONTES et al., 

2003). No entanto, a classificação mais importante é a taxonômica, onde as espécies são 

identificadas através de conhecimentos de botânica e sistemática vegetal, além de filogenética 

(CARVALHO, 2013).  
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3.4 INTERFERÊNCIA DAS PLANTAS DANINHAS NA AGRICULTURA 

 

As plantas daninhas podem intervir de maneira direta ou indireta nas atividades do 

homem. Essa interferência consiste em um conjunto de ações que determinada cultura recebe 

em decorrência de uma comunidade infestante no local.  

Duas das formas mais conhecidas de interferência direta são o parasitismo e a 

competição (luz, nutrientes, etc.). Em ambos os casos as culturas são prejudicadas pela disputa 

por nutrientes e minerais essenciais, água, luz e espaço físico. Em alguns episódios a 

competição é tão maléfica para a cultura que acaba prejudicando severamente seu o 

desenvolvimento. Também são responsáveis por causar reduções de produtividade em culturas 

consideradas importantes, como a do trigo (23%), da soja (37%), do arroz (37%), do milho 

(40%), do algodão (36%) e da batata (30%) além de representarem cerca de 30% a 40% da 

perda na produção agrícola mundial (SILVA; SILVA, 2012; LORENZI, 2014).  

De uma maneira geral, o grau de interferência direta das plantas daninhas sobre as 

culturas depende da combinação de diversos fatores, tais como: espécie vegetal, densidade e 

distribuição da comunidade infestante; cultivar, densidade e ambiente da cultura, condições do 

ambiente (solo, clima, manejo) e até mesmo o período de convivência entre a cultura e 

comunidade infestante. (DUARTE; SILVA, 2002). 

Quando atuam de maneira indireta, muitas vezes desempenham o papel de hospedeiras 

alternativas de diversas pragas, moléstias, nematoides e plantas parasitas (LORENZI, 2014). 

Só no Brasil, existem aproximadamente 60 espécies que atuam como hospedeiras alternativas 

de diversas pragas e doenças (CARMO; SANTOS, 2008). Uma lista mais completa de algumas 

das principais espécies daninhas encontradas no Brasil é apresentada por Carvalho (2013) no 

livro Plantas Daninhas. 

 

3.5 CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS 

 

O controle de plantas daninhas é uma prática de suma importância em qualquer 

atividade agrícola. Normalmente é realizado utilizando técnicas que podem variar com a 

necessidade e tamanho da área a ser controlada. Com a intensificação da agricultura ocorrida 

nas últimas décadas, houve a necessidade de controlar comunidades de plantas daninhas em 

áreas cada vez maiores. Partindo desse ponto, o surgimento dos herbicidas, no começo do 

século XX teve um papel muito importante na evolução da agricultura (ERGAN et al., 2014). 

No entanto, a utilização desses produtos não resolve totalmente o problema, já que seu uso em 
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médio e longo prazo pode acarretar em vários problemas, dentre eles, a adaptação e resistência 

de algumas espécies daninhas a determinado produto. 

O surgimento, nos Estados Unidos, da primeira sociedade científica sobre o tema (Weed 

Science Society of America, em 1956) consolidou o estudo das Plantas Daninhas como ciência, 

repercutindo na criação de outros grupos de estudo em diferentes países do mundo. No Brasil, 

em 1963 foi criada a Sociedade Brasileira de Herbicidas e Ervas Daninhas (SBHED), 

atualmente chamada de Sociedade Brasileira da Ciência das Plantas Daninhas (SBCPD). 

De acordo com Carvalho (2013) os mecanismos de controle de plantas daninhas mais 

empregados são: o preventivo (cultural), mecânico, químico e biológico. A descrição de cada 

mecanismo é explicada a seguir. 

 

3.5.1 Controle cultural e mecânico 

 

As medidas culturais podem ser definidas como o conjunto de práticas agrícolas que 

atuam combatendo as plantas daninhas em áreas cultivadas. Como exemplos de controle 

cultural temos: a rotação de culturas, o uso de cobertura vegetal morta, escolha dos cultivares, 

entre outros. 

A rotação de culturas, assim como, o uso de plantas como cobertura vegetal, são técnicas 

que possibilitam manter a superfície do solo quase sempre coberta, inibindo o crescimento de 

plantas daninhas (MARTINS et al., 2016; DEBIASI et al., 2016). Com a presença de resíduos 

vegetais sobre o solo, a emergência de plantas daninhas é afetada pela diminuição da 

interceptação de luz, além de inibir a absorção de água, oxigênio e nutrientes (TEODORO et 

al., 2011). Além disso, algumas espécies, quando usadas como cobertura morta, liberam 

compostos aleloquímicos que exercem influência sobre a germinação e desenvolvimento das 

plantas daninhas (ZHANG et al., 2016).  

Outro método bem conhecido de combate a plantas daninhas é o controle mecânico. 

Pode ser realizado com auxílio de tração animal ou mecânica (discos, arados) ou manualmente 

(capina). A aração e preparo do solo eliminam a população de plantas infestantes presentes no 

local. Porém, a falta de persistência do controle no solo acaba contribuindo para a germinação 

e emergência de plantas daninhas poucos dias após o controle. A capina manual também garante 

a eliminação das plantas daninhas no local de cultivo, no entanto, apresenta um baixo 

rendimento operacional, sendo mais utilizada na agricultura familiar. 
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3.5.2 Controle químico 

 

O controle químico é um dos métodos mais conhecidos e empregados nos dias de hoje 

para controle de plantas daninhas. Consiste na utilização de compostos químicos para controlar 

espécies daninhas em áreas indesejadas. A aplicação de produtos químicos, sintéticos ou 

naturais no controle de pragas, é uma técnica utilizada a milhares de anos. Os primeiros relatos 

do uso de substâncias químicas para o manejo de plantas daninhas surgiram no início do século 

XX. Porém, existem indícios de que os romanos aplicavam sal de cozinha nos campos agrícolas 

de seus inimigos, pois assim, nenhuma planta nasceria mais naquele local (OLIVEIRA, 2011) 

Por volta de 1908 pesquisadores como Bolley (EUA), Bonnet (França) e Schulz 

(Alemanha), fizeram o uso de sais de cobre e ácido sulfúrico para controlar populações de 

plantas daninhas em lavouras de cereais. Porém, a primeira referência relacionada ao controle 

químico moderno de plantas daninhas ocorreu em 1941 com a síntese do ácido 2,4 

diclorofenoxiacético, o 2,4-D (POKORNY, 1941). Posteriormente, em meados da década de 

1950 surgiu o primeiro herbicida que não era derivado dos ácidos fenóxicos, um derivado da 

ureia, 3 — (p-clorofenil) — 1,1 dimetiluréia (BUCHA; TODD, 1954). 

Apesar da boa eficiência obtida com o controle químico, sua má utilização pode gerar 

graves problemas ao meio ambiente, como, contaminação do solo, corpos d’água e até mesmo 

alimentos. Outro problema bastante comum quando se trata do controle químico diz respeito à 

adaptação de algumas espécies daninhas a determinados herbicidas. Segundo HEAP (2015) 

existem aproximadamente 449 casos de plantas daninhas resistentes ao redor do mundo. Apenas 

no Brasil, é relatada a existência de 19 casos de espécies de plantas daninhas resistentes a 

diferentes agroquímicos (HRAC-BR, 2015). 

No Brasil, grande parte do controle de plantas daninhas em áreas cultivadas é realizado 

através do uso de herbicidas químicos (BAIO et al., 2015). Estima-se que existem 

aproximadamente 366 ingredientes ativos registrados no Brasil para uso agrícola, pertencendo 

a mais de 200 grupos químicos diferentes, dando origem a 1.458 produtos formulados para 

venda no mercado, sendo que os herbicidas representam 48% desse montante.  (LONDRES, 

2011).  

A utilização de agrotóxicos, no Brasil é regulamentada pela Lei nº 7.802, de 11 de julho 

de 1989, assim como pelo decreto nº 4.074/2002, que dispõe sobre a pesquisa, a 

experimentação, a produção, a embalagem e rotulagem, o transporte, o armazenamento, a 

comercialização, a propaganda comercial, a utilização, a importação, a exportação, o destino 

final dos resíduos e embalagens, o registro, a classificação, o controle, a inspeção e a 
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fiscalização de agrotóxicos, seus componentes e afins. As responsabilidades civis, penais e 

administrativas por danos causados ao meio ambiente estão consagradas pela Constituição da 

República de 1988 em caráter independente, bem como pela Lei 6.938 de 1981, que cria a 

Política Nacional do Meio Ambiente. 

 

3.5.3 Controle biológico  

 

O controle biológico de plantas daninhas consiste na ação de fatores bióticos do 

ecossistema, que atuam regulando a instalação e crescimento de populações de plantas 

indesejadas e pode ocorrer de maneira natural ou aplicada (PITELLI, 1987). 

 Quando ocorre de maneira natural, envolve as ações combinadas (fatores bióticos e 

abióticos) de todo o meio ambiente na manutenção das densidades características da população, 

ou seja, o equilíbrio natural. Por outro lado, quando ocorre de maneira aplicada, envolve 

intervenção do homem para incrementar as interações antagônicas que ocorrem entre os seres 

vivos na natureza. Sendo assim, o controle biológico aplicado pode ser dividido em duas 

estratégias, a clássica e a inundativa.  

Na estratégia clássica, o controle é realizado com a introdução de inimigos naturais 

(microrganismos, mamíferos, aves, insetos, etc.) das espécies que se deseja combater. Seu 

objetivo não é a redução imediata ou eliminação total das comunidades infestantes, mas sim, a 

redução e estabilização, em longo prazo da densidade destas comunidades (TESSMAN, 2011). 

No caso da estratégia inundativa, o controle é realizado através da aplicação maciça do 

inóculo de determinado microrganismo patogênico (fragmentos de hifas, esporos, células 

bacterianas e partículas virais) diretamente sobre a população de plantas daninhas, utilizando 

técnicas convencionais de aplicação. Tem como principal objetivo criar uma rápida epidemia 

na comunidade infestante, visando à eliminação da espécie indesejada (CARVALHO, 2013).  

 

3.6  FUNGOS E SEUS METABÓLITOS SECUNDÁRIOS APLICADOS NO CONTROLE 

DE PLANTAS DANINHAS 

 

Outra estratégia que vem sendo bastante explorada, diz respeito à utilização dos 

metabólitos secundários produzidos por microrganismos para controlar espécies daninhas. Os 

metabólitos secundários são definidos como compostos orgânicos de tamanho reduzido e baixa 

massa molecular. São excretados e sintetizados por rotas metabólicas quando o microrganismo 

se encontra em fase de crescimento estacionária (SIDDIQUE, 2012). 

http://www.ihu.unisinos.br/eventos/agenda/400-
http://www.ihu.unisinos.br/eventos/agenda/400-
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Fungos e bactérias são exemplos de microrganismos com capacidade de produzir 

metabólitos secundários fitotóxicos (fitotoxinas) (VAREJÃOet al., 2013). Segundo Keller et 

al.(2005) existem mais de 30000 compostos produzidos pelo metabolismo secundário dos fungos 

até então conhecidos, surgindo como uma fonte promissora para a formulação de herbicidas 

microbiológicos, principalmente por apresentarem uma grande diversidade estrutural, aliada a 

distintos mecanismos de ação (ZHANG et al., 2011). 

A pesquisa relacionando às fitotoxinas produzidas pelos fungos ao controle de plantas 

daninhas tem sido realizada, normalmente através da prospecção, identificação e isolamento de 

grupos de microrganismos, seguidos por bioensaios onde é avaliada a atividade herbicida de 

cada microrganismo. Os metabólitos produzidos pelos fungos tendem a apresentar diferentes 

mecanismos de ação dos herbicidas convencionais, podendo atuar no controle de inúmeras 

espécies vegetais.  

Segundo Fox et al. (2008) os principais grupos de metabólitos secundários produzidos 

por fungos são: flavonóides, alcalóides, cumarinas, agliconas, antraquinonas, triterpenos e/ou 

esteroides, saponinas, polifenóis, policetídeos, terpenóides, peptídeos e taninos. 

Na tabela 1 são expostos alguns exemplos de moléculas com poder herbicida, já 

identificas, assim como, seus respectivos microrganismos produtores e plantas alvo.   
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Tabela 1- Metabólitos secundários produzidos por fungos, seus respectivos produtores e plantas 

alvo. 

 

Fungo Fitotoxina Planta alvo Referência 

Sphaeropsis sapinea Sapinofuranones 

A e B 

Cupressus 

macrocarpa 

Evidenteet al.(1999) 

Sphaeropsis sapinea R-(-) -mellein Pinus radiata Cabras et al.(2006) 

Ascochyta. agropyrina Agropyrenol Elytrigia repens Cimmino et al.(2013) a) 

Phomopsis sp. Phomentrioloxin C.lanatus Cimmino et al.(2012) 

Phoma putaminum Putaminoxin Mono e 

dicotiledôneas 

Evidente et al.(1995) 

Phoma chenopodicola Chenopodolin Chenopodium 

álbum 

Evidente et al.(2003) 

Biscogniauxia 

mediterranea 

Biscopyran Quercus suber L. Evidente et al.(2005) (a) 

Ascochyta caulina Ascaulitoxin Chenopodium 

álbum 

Kempenaar etal. (1995) 

Drechslera siccans Drazepinone Monocotiledônea Evidente et al.(2005) (b) 

Alternaria 

euphorbiicola 

Mevalonolactone Euphorbia. 

heterophylla 

Varejão et al.(2013) 

Fusarium moliniforme Fumonisina B1 Solanum. nigrum Abbas et al.(1999). 

Phoma macrostoma Macrocidin A e B Canada thistle 

Cirsium arvense 

Graupner et al. (2003) 

Ascochyta sonchi Ascosonchine Sonchus arvensis 

e Cirsium 

arvense 

Evidente et al.(2006) 

Phoma exigua var. Cytochalasins B, 

F, Z2, e Z3 

Sonchus arvensis 

e Cirsium 

arvense 

Evidente et al.(2011) 
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3.7 MÉTODOS PARA OBTENÇÃO DOS METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

Uma alternativa para a produção das fitotoxinas consiste em submeter os 

microrganismos a processos fermentativos. Esses processos podem ocorrer em estado sólido, 

semi-sólido ou submerso (ASH, 2009; VAREJÃO et al., 2013). Dentre os processos citados, o 

mais utilizado para produção das fitotoxinas é o processo de fermentação submersa. Destaca-

se por proporcionar um melhor controle dos parâmetros físico-químicos do processo, (pH, 

umidade, oxigenação, etc.) (CASTRO, 2010). 

A produção das fitotoxinas é influenciada diretamente pelo meio de cultura onde o 

microrganismo é cultivado. No entanto, além da formulação do meio, o tempo de fermentação, 

temperatura e as condições de aeração (estático/ agitação) também são fatores que interferem 

na produção dos compostos fitotoxicos (SMITH, 2001; ZONNO et al., 2008; BRZONKALIK 

et al., 2011; VAREJÃO et al., 2013). Estudos realizados por Klaic (2014); Almeida (2014); Pes 

(2015); Souza et al., (2015: 2017); Brum et al., (2016); Bastos (2016) sugerem que para que 

haja sucesso na produção das fitotoxinas via fermentação submersa, o processo fermentativo 

deve ser realizado por um período de 5 a 12 dias. A temperatura deve ser mantida na faixa dos 

24-35ºC, com um pH variando de 5 a 7 e agitação na faixa dos 50-150 rpm. 

Souza et al., (2017); Pes (2016); Brum et al.,(2016); Almeida (2015); Bastos (2016) são 

exemplos de autores que obtiveram êxito em utilizar o caldo fermentado contendo metabólitos 

secundários, produzidos por fungos no controle de plantas teste, como: Glycine max (Soja), 

Conyza sp (buva), Cucumis. sativus (pepino) Sorghum bicolor (sorgo) e Lactuca Sativa (alface). 

  

3.8 ADJUVANTES E SUA IMPORTÂNCIA NA FORMULAÇÃO DOS DEFENSIVOS 

AGRÍCOLAS. 

 

O uso de adjuvantes na agricultura tem sido relatado desde o início dos séculos XVIII e 

XIX quando, aditivos, como resinas de pinheiro, farinha de trigo, melaço e açúcar foram 

utilizadas com cal, enxofre, cobre, entre outros, para melhorar a eficiência da atividade 

biológica dos herbicidas (GREEN: BEESTMAN, 2001; OLIVEIRA, 2011). 

Atualmente, os adjuvantes podem ser definidos como materiais adicionados ao tanque 

de mistura com o objetivo de modificar a ação química e as propriedades físicas da calda 

herbicida, ou seja, são produtos que adicionados aos agroquímicos aumentam o desempenho da 

solução (STICKER, 1992; HAZEN, 2000). Podem ser classificados, de acordo com o método 

de ação como: quelatizantes, redutores de pH, surfactantes, ativadores nitrogenados, 
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espalhantes adesivos, anti-espumantes, rebaixadores de fitotoxicidade, antievaporantes, 

redutores de deriva e filtros solar, além dos adjuvantes complexos que possuem múltiplas 

funções (KISSMAN, 1997; CHECHETTO et al., 2013). 

Os surfactantes representam o grupo de adjuvantes com maior número de produtos 

comerciais, utilizações, pesquisas, mas também dúvidas e controvérsias (MILLER: WESTRA, 

1998). O nome é oriundo de agentes ativadores de superfície que facilitam ou melhoram a 

emulsificação, dispersão, molhamento e adesão das moléculas do herbicida no tanque de 

mistura, bem como reduzem a tensão superficial da água (KIRKWOOD et al., 1999). São 

capazes de reduzir a tensão superficial da gota, diminuindo o ângulo de contato entre as gotas 

e a cera cuticular da folha, proporcionando maior molhamento e espalhamento sobre a 

superfície alvo (WAGNER et al., 2003). São classificados conforme o valor do EHL (equilíbrio 

hidrofílico/lipofílico), variando de 1-20, indicado a polaridade do tensoativo. Sendo assim, são 

chamados lipofílicos os surfactantes que possuem EHL inferior a 8 (refere-se à habilidade de 

um composto químico dissolver-se em gorduras, óleos vegetais), intermediários os que 

apresentam EHL entre 9 e 11 e hidrofílicos os que possuem valores de EHL superior a 11 

(possuem mais afinidade com a água, ou seja, possuem uma ótima molhabilidade).  

Os óleos vegetais e minerais quando utilizados como adjuvantes tendem a favorecer o 

espalhamento e a absorção, reduzindo a taxa de degradação do ingrediente ativo assim como, a 

tensão superficial da calda. São basicamente provenientes do processamento de grãos (soja, 

girassol, canola, etc.). Já os óleos minerais são oriundos de uma fração da destilação do petróleo 

(MENDONÇA et al., 2007). 

Os fertilizantes a base de amônio ou nitrogênio quando adicionados aos herbicidas, 

ajudam na prevenção de formação de precipitados no tanque de mistura ou sobre a superfície 

das folhas. Fertilizantes amônios usados como adjuvantes incluem a uréia, sulfato de amônio, 

nitrato de amônio e polifosfato de amônio. Apresentam vantagens como, redução da tensão 

superficial, aumento do espalhamento do produto sobre as folhas, neutralização das cargas 

iônicas e aumento a penetração do herbicida dentro das folhas (ALMEIDA, 2014).  

A utilização de adjuvantes associados aos herbicidas pode ser uma importante 

ferramenta para aumentar sua eficiência e consequentemente diminuir o impacto causado pelos 

mesmos. Porém, a interação de produtos com adjuvantes pode aumentar, assim como diminuir 

a eficácia do controle. Dessa forma, é importante o conhecimento das características físico 

químicas dos produtos, assim como, estudar o comportamento das formulações. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 OBTENÇÃO E ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS 

 

Para a obtenção dos microrganismos foi realizada a coleta de 31 plantas daninhas ,com 

sintomas aparentes de enfermidades, em áreas urbanas, de cultivo e pecuária, pertencentes ao 

bioma Pampa, no período de janeiro de 2013 a abril de 2014. Após a coleta as amostras foram 

acondicionadas em sacos plásticos e encaminhadas para análise no laboratório Biotec Factory, 

localizado no departamento de engenharia química da Universidade Federal de Santa Maria.  

O isolamento das colônias microbianas foi realizado de maneira direta, através do 

depósito de fragmentos das folhas contendo a lesão em placas de Petri contendo 25 mL de meio 

de cultura BDA (batata, dextrose, ágar) (ALFENAS; MAFIA, 2007). Após esse processo as 

placas foram incubadas em estufa a 28°C por 3 dias, até o desenvolvimento das colônias. Feito 

isso, foram realizadas de 2 a 3 repicagens foram realizadas de duas a três até a obtenção da 

cultura isolada. A representação fotográfica das etapas referentes obtenção e isolamento dos 

microrganismos pode ser visualizada na figura 2. 

  

 

Figura 2 - - Etapas para obtenção dos microrganismos. Folha com lesão aparente (a), Colônia 

de fungos em placa (b) e cultura isolada em placa (c). 

 

Após a coleta foi contabilizado um total de 126 isolados fúngicos, Os isolados foram 

nomeados de acordo com o local onde foram coletados, número de plantas coletadas no local e 

total de microrganismos isolados por planta. Por exemplo: VP 22, onde: VP = local da coleta, 

2 = segunda planta coletada no local e 2 = segundo microrganismo isolado nessa planta 
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4.1 FERMENTAÇÃO DOS ISOLADOS E OBTENÇÃO DOS TRATAMENTOS 

 

Para a obtenção dos tratamentos (caldo fermentado contendo os metabólitos) os 

microrganismos isolados foram submetidos a um processo de fermentação submersa. O meio 

de cultura escolhido para o processo foi o meio sintético, considerado padrão, composto por: 

10 g/L de Glicose (C6H12O6); 7,5 g/L de Extrato de levedura; 10g/L de Peptona; 2 g/L de Sulfato 

de amônio (NH4)2SO4; 0,5 g/L de Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O); 1g/L de Sulfato ferroso 

(FeSO4.7H20) e 1 g/L de Sulfato de manganês (MnSO4.H2O) (ZHANG et al., 2012).  

O processo fermentativo foi realizado através do emprego de Erlenmeyers, contento 125 

mL de meio de cultura, previamente desinfectado em autoclave (Prismatec) a 121ºC por 30 

minutos. Em cada Erlenmeyer foram adicionados dois discos de 3 cm cada (inóculo) contendo 

as culturas isoladas. Posterior a isso, os Erlenmeyers foram mantidos durante 7 dias em agitador 

orbital (New Brunswick, marca Innova 44R) a uma rotação de 120 rpm e temperatura de 28°C. 

Cada microrganismo foi submetido ao processo de fermentação submersa, onde, após o 

processo, a parte sobrenadante (fermentado) foi centrifugada e filtrada, constituindo uma 

condição de tratamento. Dessa forma, foram produzidos 126 tratamentoo, os quais foram 

armazenados em recipientes do tipo falcon e dispostos em freezer, com uma temperatura de - 

12°C até o período de aplicação.  

 

4.2 SELEÇÃO DO MICRORGANISMO PARA PRODUÇÃO DO BIOHERBICIDA 

 

A seleção do microrganismo capaz de produzir metabolitos secundários fitotóxicos foi 

realizada através da avaliação da fitotoxicidade de cada tratamento em três bioensaios; 

experimento I (ensaio em pré-emergência), experimento II (ensaio em pós-emergência) e 

experimento III (ensaio de punctura com folha destacada). Para realização dos bioensaios foram 

utilizadas duas espécies vegetais. Cucumis sativus (pepino) e Sorghum bicolor (sorgo). A 

escolha dessas duas primeiras espécies ocorreu em razão destas representarem dois grandes 

grupos de angiospermas, monocotiledôneas e dicotiledôneas, assim como, por apresentarem 

maior sensibilidade para atividade herbicida, sendo bastante utilizadas em pesquisas 

agrotecnológicas (SOUZA, 2015). 
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4.2.1 Experimento I (ensaio em pré-emergência), 

 

O experimento I (ensaio em pré-emergência), teve como finalidade selecionar os 

melhores, dentre os 126 tratamentos produzidos na etapa de fermentação, mediante sua 

aplicação em sementes de C. sativus e S. bicolor. Para realização do ensaio foram utilizadas 

caixas plásticas do tipo gerbox, previamente esterilizadas com álcool 70%, juntamente com um 

substrato composto por algodão. Com o auxílio de uma pinça, foram dispostas em cada caixa 

50 sementes de casa espécie. Sobre as sementes foram aplicados 30 mL do fermentado diluído 

em água destilada, em uma proporção 1:1, seguido de uma testemunha, onde foram aplicados 

30 mL de água destilada. Posterior a isso as caixas foram lacradas com película parafilme, e 

acondicionadas em estufa, onde permaneceram por 14 dias a uma temperatura de 28°C. 

As avaliações foram realizadas tendo como base a porcentagem de sementes não 

germinadas, conforme metodologia proposta pelo manual RAS (regra de análise de sementes) 

da Embrapa, adaptada (BRASIL, 2009). A equação utilizada para o cálculo foi a seguinte: 

 

𝑮 =∑
𝒔𝒏𝒈

𝑻
× 𝟏𝟎𝟎 

 

Onde, G é o percentual de sementes não germinadas, sng é o número de sementes não 

germinadas em cada repetição e T é o total de sementes utilizadas no ensaio. 

 

4.2.2 Experimento II (ensaio em pós-emergência) 

 

O experimento II (ensaio em pós-emergência) teve como objetivo avaliar a 

fitotoxicidade dos tratamentos no desenvolvimento da parte aérea e radicular de plantas de 

Cucumis sativus e Sorghum bicolor. Nessa etapa, assim como, no ensaio de punctura, foram 

testados apenas os tratamentos que apresentaram 100% de inibição da germinação das sementes 

no experimento I.  

Para realização do experimento II foi utilizado um delineamento inteiramente 

casualizado (DIC) com 11 tratamentos e 8 repetições para cada espécie. O experimento foi 

realizado em casa de vegetação, sendo a semeadura realizada em copos plásticos, com 

capacidade de 200 mL, contendo substrato comercial Mecplant® e posteriormente distribuídos 

em bandejas de polietileno. O ensaio se resume na aplicação de 50 mL do fermentado, diluído 

em água destilada, a uma concentração de 1:1, sobre a parte aérea das plantas, com auxílio de 

um borrifador de jardim. A aplicação foi realizada 15 dias após o plantio e as variáveis 
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analisadas foram: i) altura da planta; ii) comprimento da raiz, segundo metodologia 

desenvolvida por Frans; Crowley (1986), conforme quadro 1.  

As avaliações foram realizadas durante os primeiros 21 dias da aplicação. Após a avaliação 

os resultados referentes ao comprimento da parte aérea e radicular foram submetidos à análise da 

variância e teste de Tukey com um intervalo de confiança de 95%, ambas realizadas com o auxílio 

do software Minitab 17.  

 

Quadro 1 – Parâmetros utilizados para avaliar a Fitotoxicidade dos tratamentos após sua 

aplicação sobre a parte aérea de planas de Cucumis sativus e Sorghum bicolor. (FRANS e 

CROWLEY 1986). 

 

(%)Fitotoxidade Descrição da fitotoxicidade  

0 Sem efeito Sem injúria ou redução 

10 
 

Efeito leve 

Leve descoloração ou atrofia 

Alguma descoloração ou atrofia 

Injúria mais pronunciada, mas não duradoura 

20 

30 

40 

Efeito moderado 

Injúria moderada, normalmente com recuperação 

Injúria mais duradoura, recuperação duvidosa 

Injúria duradoura, sem recuperação 

50 

60 

70 

Efeito severo 

Injúria pesada, redução de estande 

Cultura próxima da destruição 

Raramente restam algumas plantas 

80 

90 

100 Efeito total Destruição completa da cultura 

 

4.2.3 Experimento III (ensaio de punctura com folha destacada) 

 

O experimento III (ensaio de punctura com folha destacada) (detached leaf-puncture 

assay) teve como principal objetivo avaliar a porcentagem de área foliar afetada em plantas de 

Cucumis sativus. Para isso, com o auxílio de um pipetador foram aplicados 10 µL de cada 

tratamento em folhas, previamente higienizadas e furadas com uma agulha. As folhas foram 

dispostas em caixas gerbox, sobre papel germitest umedecido e acomodadas em estufa a 26°C. 

A avaliação foi feita no terceiro após a aplicação, tendo como parâmetro o tamanho e 

porcentagem das lesões, em comparação com a área foliar inicial (EVIDENTE et al., 2008; 

CIMMINO et al., 2013).  Após a avaliação os resultados referentes à porcentagem de aérea foliar 
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afetada foram submetidos à análise da variância e teste de Tukey, com um intervalo de confiança 

de 95%, ambas realizadas com o auxílio do software Minitab 17.  

 

4.3 IDENTIFICAÇÃO DO MICRORGANISMO SELECIONADO  

 

A identificação do microrganismo selecionado nos bioensaios foi realizada através do 

emprego de técnicas de biologia molecular no Laboratório de Bioquímica Fitopatológica do 

instituto Biológico de São Paulo, SP, Brasil. A extração do DNA dos isolados foi realizada de 

acordo com método empregando o reagente CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) descrito 

por Doyle (1987) a partir do micélio do fungo cultivado em meio batata-dextrose e triturado em 

microtubos com auxílio de pistilo de plástico. 

O DNA genômico foi submetido à reação em cadeia pela polimerase (PCR) para a 

amplificação da região ITS (internal transcribed spacer) localizada entre os genes 

codificadores dos RNAs ribossomais 18S e 28S e de segmento do gene codificador do fator de 

elongação da tradução 1α (EF). Os oligonucleotídeos iniciadores para a região ITS foram ITS1 

(5’ – TCCGTAGGTGAACCTGCGG – 3’) e ITS4 (5 – TCCTCCGCTTATTGATATGC – 3’) 

(White et al., 1990) e para o fator de elongação foram EF-1 (5’ – 

ATGGGTAAGGARGACAAGAC – 3’) e EF-2 (5’– GGARGTACCAGTSATCATGTT – 3’) 

( O’DONNELL e CIGELNIK, 1997). 

A reação de PCR foi realizada empregando-se os primers na concentração final de 0,2 

µM, dNTPS a 0,2 mM, 1U da enzima GoTaq Green (Promega), em volume final de 50 µL. O 

programa utilizado tanto para ITS quanto para EF foi: desnaturação inicial a 94 °C/2min, 40 

ciclos de 94 °C/30 s – 54 °C/30 s – 72 °C/40 s, extensão final a 72 °C/4 min. A verificação dos 

produtos amplificados foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com 

brometo de etídeo. Os produtos amplificados foram purificados através de precipitação com 

polietilenoglicol (Schmitz e Riesner, 2006), submetidos à reação de sequenciamento pelo 

método de terminação de cadeia empregando-se o reagente Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) 

e analisados em sequenciador capilar automático 3500 XL (Applied Biosystems). As 

sequências obtidas foram comparadas com sequências de espécimes autênticos depositadas no 

NCBI (National Center for Biotechnology Information – www.ncbi.nlm.nih) através da 

ferramenta Blastn. 

 

  



30 

 

  

4.4 PADRONIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE FERMENTAÇÃO PARA FUSARIUM 

FUJIKUROI 

 

Após a identificação do microrganismo responsável pela produção do melhor 

tratamento, foi realizado uma padronização nas condições do processo de fermentação, 

objetivando aumentar a eficiência da produção dos metabólitos produzidos pelo fungo. Para 

isso, foi empregado um delineamento experimental Plackett - Burman, com 12 ensaios e 3 pontos 

centrais, totalizando 15 tratamentos. As variáveis investigadas no delineamento foram: sacarose 

(10g/L, 20g/L e 30 g/L), água de maceração de milho (1%, 3% e 5 %), agitação (30 rpm, 125 rpm 

e 220 rpm, pH (5, 6, 7) e temperatura (25°C, 28°C e 31°C). 

Para a realização do processo fermentativo foi adotado um meio de cultura semelhante ao 

utilizado na primeira etapa do trabalho. Porém, como fonte de nitrogênio, substituiu-se peptona por 

água de maceração de milho (AMM), e como fonte de carbono, substituiu-se glucose por sacarose, 

ambas escolhidas em função do menor custo para obtenção quando comparados a peptona e glucose. 

Dessa forma, o meio de cultura utilizado foi composto por: sacarose, água de maceração de milho, 

2 g/L de sulfato de amônio (NH4)2SO4; 0,5 g/L de sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O); 1g/L de 

sulfato ferroso (FeSO4.7H20) e 1 g/L de sulfato de manganês (MnSO4.H2O). (Adaptado ZHANG et 

al., 2012).  

A avaliação da atividade herbicida dos tratamentos com as condições padronizadas foi 

realizada através da aplicação de três bioensaios, experimento IV (ensaio em pré-emergência), 

experimento V (ensaio em pós-emergência) e experimento VI) (ensaio de punctura) todos em 

plantas de C. sativus e S. bicolor. A metodologia empregada nos experimentos IV, V e VI 

consiste na mesma aplicada nos anteriores (I, II e III). A matriz experimental do delineamento 

Plackett Burman utilizado para a padronização das condições de fermentação pode ser visualizada 

na tabela 2. 
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Tabela 2 - Descrição dos valores e parâmetros utilizados no delineamento Plackett Burman. 

 

Tratamento 
Sacarose 

(g/L) 
AMM (%) 

Agitação 

(rpm) 
pH 

Temperatura 

(°C) 

1 30 1 220 5 25 

2 30 5 30 7 25 

3 10 5 220 5 31 

4 30 1 220 7 25 

5 30 5 30 7 31 

6 30 5 220 5 31 

7 10 5 220 7 25 

8 10 1 220 7 31 

9 10 1 30 7 31 

10 30 1 30 5 31 

11 10 5 30 5 25 

12 10 1 30 5 25 

PC 1 20 3 125 6 28 

PC 2 20 3 125 6 28 

PC 3 20 3 125 6 28 
PC1 – Ponto central 1  

PC2 – Ponto central 2  

PC3 – Ponto central 3  

AMM – Água de maceração de milho 

 

A realização dos experimentos IV, V e VI proporcionou identificar quais as condições 

básicas para produção dos metabólitos pelo microrganismo identificado.  

 

4.5 FORMULAÇÃO DO CALDO FERMENTADO COM ADJUVANTES 

 

Para avaliar a eficiência do emprego de adjuvantes associados ao caldo fermentado 

foram realizados dois experimentos (experimento VII e VIII) ambos, ensaios  em pós-

emergência, utilizando a planta daninha Conyza sp como espécie alvo de controle.  

O primeiro ensaio teve como finalidade a escolha de um óleo a ser empregado na 

formulação do caldo fermentado. Já o segundo, teve por finalidade obter uma formulação 

padrão para o caldo fermentado, já com o óleo escolhido, em associação com diferentes 

concentrações dos adjuvantes Span® 80 (EHL=4,3), Tween® 80 (EHL=15), constituindo a 

formulação inicial para o bioherbicida.  
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4.5.1 Formulação com óleo 

 

A seleção do melhor óleo a ser adicionado ao caldo fermentado foi realizada através da 

avaliação do experimento VII (ensaio em pós-emergência) com plantas jovens de Conyza sp. 

Para a realização do experimento foi utilizado um Delineamento experimental inteiramente 

casualizado (DIC), com 8 tratamentos e 5 repetições para cada tratamento. O ensaio foi 

realizado em casa de vegetação, com uma temperatura controlada de 26ºC. Cada tratamento, 

contendo 50 mL de volume total, foi formulado com 95% de caldo fermentado, contendo os 

metabólitos produzidos pelo fungo Fusarium fujikuroi, e 5% de diferentes óleos, sendo estes, dois 

óleos vegetais (soja e palma) e um óleo comercial mineral (Assist®). A opção pela escolha desses 

dois óleos vegetais ocorreu devido ao baixo custo para a obtenção dos mesmos quando 

comparado com o custo de óleos minerais comerciais.  

Para realização do ensaio, foram coletadas plantas jovens de Conyza sp, medindo entre 5 

e 10 cm em áreas experimentais do campus da UFSM. As plantas foram identificadas com o auxílio 

do manual de identificação de plantas daninhas descrito por Lorenzi, (1991).  

A aplicação dos tratamentos formulados com óleo, assim como a avaliação dos resultados 

seguem a mesma metodologia apresentada nos demais ensaios em pós emergência, com exceção da 

avaliação do comprimento da haste e raiz. 

A descrição da formulação e da concentração de óleo utilizada para cada tratamento 

formulado pode ser visualizada na tabela 3.  
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Tabela 3 - Descrição dos tratamentos contendo a formulação utilizada e concentrações de óleo 

e caldo fermentado empregadas em cada formulado. 

 

Formulados Formulação Concentração 

F1 Fermentado + óleo de palma 47,5 mL fermentado + 2,5 mL óleo palma 

F2 Fermentado + óleo de soja 47,5 mL fermentado + 2,5 mL óleo soja 

F3 Fermentado + óleo mineral 47,5 mL fermentado + 2,5 mL óleo mineral 

F4 Água + Óleo de palma Água 47,5 mL + Óleo de palma 2,5 mL 

F5 Água + óleo de soja Água 47,5 mL + Óleo de soja 2,5 mL 

F6 Água + óleo mineral Água 47,5 mL + Óleo mineral 2,5 mL 

F7 Fermentado (TP) Fermentado 50 mL 

F8 Água (TN) Água 50 mL 

TP – Testemunha positiva  

TN – Testemunha negativa  

 

4.5.2  Formulação com óleo e surfactantes 

 

A formulação do caldo fermentado em associação a surfactantes foi avaliada mediante 

a realização do experimento VIII (ensaio em pós-emergência) com plantas jovens de Conyza 

sp. Para a realização do experimento foi empregado um Delineamento Central Composto 

Rotacional (DCCR), com 3 variáveis independentes (porcentagem de óleo, surfactante e EHL 

resultante), 17 tratamentos, com 5 repetições para cada.  

Os tratamentos foram formulados com diferentes concentrações dos surfactantes Span® 

80 (EHL=4,3), Tween® 80 (EHL=15) e óleo de mineral Assist®, selecionado na etapa anterior, 

tendo como base a metodologia proposta por (FERREIRA, 2000). Para cada tratamento foi feito 

um controle, constituído pela mesma formulação utilizada, porém, substituindo o caldo 

fermentado por água destilada. Assim como, duas testemunhas, uma contendo apenas água e 

outra apenas o caldo fermentado bruto. Após a formulação foram obtidos dezessete tratamentos, 

dezessete controles, e duas testemunhas, totalizando 36 aplicações.  Na tabela 4 são expressos 

os valores referentes ao delineamento experimental empregado (DCCE), assim como, as 

porcentagens de cada adjuvante e os valores de EHL.  
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Tabela 4 – Matriz experimental do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 

adotado, com as três variáveis independentes (óleo, surfactante e EHL resultante) e a 

porcentagem de surfactante utilizado (Span® 80 e Tween® 80). 

 

  

  

Ensaio % Óleo (m/m) %Surfactante (m/m) EHL* (-) 

1 1.81  2,8  6,5  

2 4.19  2,8  6,5  

3 1.81  8,2  6,5  

4 4.19 8,2 6,5  

5 1.81  2,8  12,8  

6 4.19 2,8  12,8  

7 1.81  8,2  12,8  

8 4.19  8,2  12,8  

9 1  5,5  9,7  

10 10  5,5  9,7  

11 3  1  9,7  

12 3  10  9,7  

13 3  5,5  4,3  

14 3  5,5  15  

15 3  5,5  9,7  

16 3  5,5  9,7  

17 3  5,5  9,7  

EHL – Equilíbrio lipofílico hidrofílico 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 SELEÇÃO DOS MICRORGANISMOS  

 

Após a realização da coleta, foram selecionadas 31 plantas, das quais foram isolados 

126 microrganismos. A busca ocorreu em nove locais, todos situados no bioma pampa. Na 

tabela 6 são apresentados os locais de coleta com suas respectivas coordenadas geográficas e 

número de microrganismos isolados em cada lugar. 

 

Tabela 5 - Região onde foi realizada a coleta, espécie vegetal coletada e número de 

microrganismos isolados em cada planta. 

 

Local de coleta  

 

Coordenadas 

      Latitude          Longitude 

 Número de 

isolados 

São Sepé I (SPI) -30.092566  -53.635425 5 

São Sepé II (SPII) -30.140355°  -53.602733 25 

Barragem Santiago (BA) -29.213395°  -54.860939 23 

Plantas Ornamentais (OR) NI  NI 5 

Área soja UFSM (SO) -29.733644°  -53.721225° 40 

Vila Paraíso (VP) -29.325004°  -54.958734° 13 

Restinga Seca (RS) -29.845675º  -53.402069º 2 

Dona Francisca (DF) -29.634086º  -53.353015° 2 

Don Pedrito (DP) -31,002882         -54668442 1 

ND – Não Identificado 

 

. A relação dos microrganismos coletados assim como, suas respectivas plantas 

hospedeiras estão expressos na tabela 6. 
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Tabela 6- Relação dos isolados obtidos após o processo de fermentação submersa e respectivas 

espécies vegetais de onde cada microrganismo foi coletado. 

Tratamento Espécie Tratamento Espécie Tratamento Espécie 

SPI 10 S. arundinaceum BA 311 E.  mollis SO 81 X. strumarium 

SPI 11 S. arundinaceum BA 312 E.  mollis SO 82 X. strumarium 

SPI 14 S. arundinaceum BA 313 E.  mollis SO 84 X. strumarium 

SPI 42 I. purpurea BA 314 E.  mollis SO 91 X. strumarium 

SPI 43 I. purpurea BA 55 E. angustifolius SO 94 X. strumarium 

SPII 11 G. parviflora BA 57 E. angustifolius SO102 Cyperus sp. 

SPII 13 G. parviflora BA 58 E. angustifolius SO104 Cyperus sp. 

SPII 14 G. parviflora BA 61 I. triloba SO105 Cyperus sp. 

SPII 22 I.  hirsuta BA 62 I. triloba SO112 I.  triloba 

SPII 23 I.  hirsuta BA 63 I. triloba SO113 I.  triloba 

SPII 24 I.  hirsuta BA 64 I. triloba SO114 I.  triloba 

SPII 31 M. chamaedrys BA 65 I. triloba SO115 I.  triloba 

SPII 32 M. chamaedrys BA 66 I. triloba SO116 I.  triloba 

SPII 33 M. chamaedrys BA 67 I. triloba SO122 I.  triloba 

SPII 34 M chamaedrys OR 11 S. actinophylla SO131 I.  triloba 

SPII 35 M. chamaedrys OR 12 S. actinophylla SO132 I.  triloba 

SPII 36 M. chamaedrys OR 13 S. actinophylla SO133 I.  triloba 

SPII 37 M. chamaedrys OR 15 S. actinophylla SO134 I.  triloba 

SPII 38 M. chamaedrys OR 22 A. graminifolia SO210 R. sativus 

SPII 42 I. triloba SO 11 S. spinosa SO211 R. sativus 

SPII 43 I. triloba SO 12 S. spinosa    VP 12 C. macrocephalum 

SPII 51 T. procumbens SO 13 S. spinosa VP 22 P. edulis 

SPII 54 T. procumbens SO 15 S. spinosa VP 47 S. stipulaceum 

SPII 55 T. procumbens SO 18 S. spinosa VP 55 S. stipulaceum 

SPII 56 T. procumbens SO 21 M. cordifolia VP 61 B. dracuntifolia 

SPII 57 T. procumbens SO 25 M. cordifolia VP 64 B. dracuntifolia 

SPII 61 D. tortuosum SO 26 M. cordifolia VP 65 B. dracuntifolia 

SPII 63 D. tortuosum SO 27 M. cordifolia VP 67 B. dracuntifolia 

SPII 62 D. tortuosum SO 28 M. cordifolia VP 75 E. horridum 

SPII 65 D. tortuosum SO 29 M. cordifolia VP 77 E. horridum 

BA 11 B. articulata SO 31 E. colonum VP 82 S. brasiliensis 

BA 12 B. articulata SO 32 E. colonum VP 85 S. brasiliensis 
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5.2 OBTENÇÃO DOS TRATAMENTOS  

 

Após o isolamento e realização do processo de fermentação submersa foram obtidos 

126 tratamentos, os quais consistiram na parte sobrenadante, resultante do processo de 

fermentação realizado por cada microrganismo. 

 

5.3 SELEÇÃO DO MICRORGANISMO PARA PRODUÇÃO DO BIOHERBICIDA 

 

5.3.1 (Experimento I) Ensaio em pré-emergência  

 

 Na tabela 7 são apresentados os resultados obtidos no experimento I (ensaio em 

pré-emergência), para sementes de C. sativus e S. bicolor, após a aplicação dos 126 tratamentos 

produzidos. 

  

BA 13 B. articulata SO 34 E. colonum VP 86 S. brasiliensis 

BA 14 B. articulata SO 41 D. sanguinalis DP 14 ND 

BA 15 B. articulata SO 42 D. sanguinalis DF10 C. erecta 

BA 21 S. chinensis SO 52 I.triloba RS 23 S. halepense 

BA 23 S. chinensis SO 54 I. triloba RS 27 S. halepense 

BA 31 E. mollis SO 62 E. heterophylla DF 21 S. paniculatum 

BA 34 E. mollis SO 71 D. sanguinalis DF 22 S. paniculatum 
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Tabela 7 –Porcentagem de sementes não germinadas, referentes ao experimento I (ensaio em 

pré-emergência) em sementes de C. sativus e S. bicolor.  

 

Trat S. bicolor 

C. 

sativus 

Trat 

S. 

bicolor 

C. sativus Trat S. bicolor C. sativus 

SPI 10 40 30 BA 41 70 10 SO 72 10 20 

SPI 11 50 60 BA 52 10 20 SO 73 30 20 

SPI 14 60 80 BA 51 20 40 SO 74 10 40 

SPI 42 40 30 BA 53 60 100 SO 75 10 60 

SPI 43 40 60 BA 54 20 30 SO 76 20 100 

SPII 11 20 70 BA 55 20 40 SO 81 20 80 

SPII 13 40 80 BA 57 100 20 SO 82 60 70 

SPII 14 60 60 BA 58 10 100 SO 84 50 100 

SPII 22 70 30 BA 61 20 40 SO 91 60 100 

SPII 23 20 60 BA 62 40 30 SO 94 20 10 

SPII 24 60 90 BA 63 10 30 SO 102 60 100 

SPII 31 60 60 BA 64 20 10 SO 104 10 20 

SPII 32 30 20 BA 65 80 100 SO 105 60 20 

SPII 33 60 10 BA 66 70 100 SO 112 20 20 

SPII 34 60 30 BA 67 70 80 SO 113 60 100 

SPII 35 100 100     BA 311 60 80 SO 114 70 80 

SPII 36 40 90   BA312 70 100 SO 115 50 20 

SPII 37 30 40 BA 313 10 40 SO 116 40 60 

SPII 38 20 10 BA314 20 40 SO 122 30 70 

SPII 42 30 20 OR 11 70 100 SO 131 100 20 

SPII 43 30 60 OR 12 90 100 SO 132 30 20 

SPII 51 20 70 OR 13 80 40 SO 133 60 100 

SPII 54 20 10 OR 15 50 60 SO 134 70 60 
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SPII 55 10 10 OR 22 60 100 SO 210 100 100 

SPII 56 40 50 SO 11 30 20 SO 211 100 100 

SPII 57 50 30 SO 12 20 70 VP 12 80 20 

SPII 61 60 10 SO 13 80 100 VP 22 100 100 

SPII 63 50 90 SO 15 100 80 VP 47 20 60 

SPII 62 70 30 SO 18 100 70 VP 55 60 60 

SPII 65 60 100 SO 21 40 50 VP 61 70 80 

BA 11 80 100 SO 25 70 40 VP 64 50 100 

BA 12 60 20 SO 26 70 60 VP 65 20 30 

BA 13 50 100 SO 27 100 100 VP 67 70 100 

BA 14 10 30 SO 28 50 60 VP 75 60 70 

BA 15 70 20 SO 29 100 100 VP 77 20 20 

BA 21 10 40 SO 31 100 100 VP 82 20 60 

BA 23 100 100 SO 32 30 30 VP 85 100 40 

BA 31 20 30 SO 34 30 60 VP 86 70 100 

BA 34 20 60 SO 41 60 70 DP 14 100 100 

BA 35 60 70 SO 42 80 100 DF10 70 100 

BA 36 100 60 SO 52 100 100 RS 23 40 30 

BA 37 60 30 SO 54 80 90 RS 27 90 70 

BA 38 100 100 SO 62 80 100 DF 22 90 100 

BA 39 70 100 SO 71 10 10 DF 21 10 30 

 

Após a realização do ensaio constatou-se que 11 dos 126 tratamentos testados 

apresentaram 100% de fitotoxicidade sobre a germinação das sementes de C. sativus e S. 

bicolor, ou seja, controle total sobre a germinação das mesmas. 

Foi observado que a maioria dos tratamentos interviu de maneira moderada a 

germinação das sementes, com uma porcentagem de inibição na germinação variando de 40% 

a 70%. Em alguns casos a porcentagem de sementes não germinadas foi inferior a 30%, 
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demonstrando baixa atividade herbicida. Por outro lado, alguns tratamentos apresentaram uma 

alta porcentagem de inibição, variando de 90 - 100%.  

Alguns tratamentos demonstraram maior atividade herbicida quando aplicados sobre 

sementes de C. sativus, assim como, outros se destacaram mais quando aplicados sobre 

sementes de S. bicolor.  

Os tratamentos que apresentaram maior potencial herbicida em pré-emergência foram 

os seguintes: SPII 35, BA 23, BA38, SO27, SO29 SO 31, SO52, SO210, SO211, VP 22, DP14.  

Para todos os tratamentos citados acima a porcentagem de inibição na germinação foi de 100%, 

sendo estes os tratamentos selecionados para os ensaios em pós-emergência e punctura.   

Phattanawasin et al.(2006) relatou inibição na germinação de sementes de Echinochloa 

crus-galli [L.] (capim arroz) e Pigra linn (Mimosa) ao aplicar os metabólitos produzidos pelo 

fungo Aspergillus fischeri. Souza et al. (2015;2017) obteve resultados semelhantes ao utilizar 

os metabolitos produzidos pelo fungo Diaporthe sp no controle pré-emergente de sementes de 

Cucumis sativus e Sorghum bicolor. 

Pes et al. (2016) também obtiveram bons resultados de fitotoxicidade ao utilizar os 

metabolitos produzidos pelo mesmo fungo (Diaporthe sp) no controle pré-emergente de 

sementes de Lolium multiflorum (azevem), Triticum aestivum (trigo), Oryza sativa (arroz), 

Cucumis sativus (pepino), Glycine max (soja), Sorghum halepense (sorgo). Assim como, Brum 

et al. (2016); Almeida (2014) ao avaliar o potencial fitotóxico dos metabólitos produzidos pelo 

fungo Phoma sp, em sementes de Cucumis sativus e Sorghum bicolor, relataram elevada taxa 

de inibição das mesmas. 

Li et al. (2014) relatou atividade herbicida ao utilizar o extrato produzido pelo fungo 

Fusarium proliferatum, isolado de um inseto, (Tettigonia chinensisno) controle pré-emergente 

de Amaranthus retroflexus L. Assim como, Cimmino et al. (2013), ao submeter um extrato 

contendo o metabólito denominado agropyrenol, produzido pelo fungo Ascochyta agropyrina, 

na germinação de sementes de Setaria viridis (milhã-de-cabecinha). 

Em outro estudo, Haoet al. (2015) relatou alta atividade herbicida ao utilizar o caldo 

fermentado produzido pelo fungo Alternaria spp no controle da germinação de sementes de 

trigo, milho, arroz, assim como atividade herbicida moderada, quando aplicado sobre sementes 

de Amaranthus viridis (caruru), Echinochloa crus-pavonis (capim arroz). Porém, não houve 

relato de atividade herbicida quando aplicado sobre sementes de C. Sativus, Solanum 

lycopersicum (tomate), Lactuca sativa (alface), Raphanus sativus (rabanete)e Glycine max 

(soja).  
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5.3.2  (Experimento II) Ensaio em pós-emergência  

 

Na tabela 9 são apresentados os resultados obtidos no experimento II (ensaio em pós-

emergência) referentes à avaliação da fitotoxicidade e comprimento da parte aérea e radicular em 

plantas de C..sativus e S. bicolor, após aplicação dos 11 tratamentos selecionados no experimento 

I.  



Tabela 8 - Resultados obtidos referentes à porcentagem de fitotoxicidade, comprimento da haste e radicular para plantas de C. sativus e S. bicolor. 

 

Tratamento                S. bicolor             C. sativus  

 Fitotoxicidade 

(%) 

Comprimento 

haste (cm) 

Comprimento 

raiz (cm) 
Fitotoxicidade 

(%) 

Comprimento 

haste (cm) 

Comprimento 

raiz (cm) 

BA 23 10 A 12.06 BCDE 17.63 A 10 A 11.42 EFG 13.33  CD 

VP 22 20 A 9.38 DE 11.3 3A 20 A 14.07 ABC 16.00 ABCD 

SO 210 20 A 9.62 E 16.5 2A 25 A 10.37 E 12.31 D 

SO 211 20 A 13.81 ABC 17.46 A 20 A 13.57 ABCD 13.52 BCD 

SO 29 10 A 14.56 AB 22.00 A 15 A 12.43 CDEFG 18.50 ABC 

SPII 35 20 A 12.06 BCDE 19.13 A 20 A 15.00 AB 19.57 A 

SO 27 10 A 10.93 CDE 21.25 A 20 A 13.14 BCDE 17.00 ABCD 

SO 31 20 A 13.06 ABCD 20.38 A 10 A 16.08 A 19.67 AB 

DP 14 5 A 11.75 BCDE 17.38 A 10 A 12.50 BCDEF 16.62 ABCD 

SO 52 20 A 13.43 ABC 22.12 A 15 A 11.51 CDEFG 19.67 AB 

BA 38 10 A  12.87 ABCD 17.54 A 5 A 10.92 FG 16.63 ABCD 

Testemunha 0 A 16.00 A 18.75 A 0A 13.92 ABC 13.45 ABCD 

Letras diferentes significam que existe diferença significativa entre os tratamentos 

Letras conjuntas significam que existe diferença estatística, porém, esta não é significativa  

Letras iguais significam que não existe diferença estatística significativa entre os tratamentos. 



Após a avaliação dos resultados foi constatado que os 11 tratamentos testados 

apresentaram baixa fitotoxicidade (0 – 20%) quando aplicados sobre a parte aérea das plantas 

de C. sativus e S. bicolor. Na maioria dos casos foi observado apenas uma leve descoloração 

e/ou murchamento nas extremidades das folhas, assim como, aparecimento de pequenas 

manchas na superfície das mesmas.  O sintoma que ficou mais evidente foi uma leve supressão 

no crescimento nas plantas de ambas as espécies. No entanto, após a aplicação do teste Tukey, 

não foi relatada diferença estatística significativa entre os tratamentos, sendo todos os 

enquadrados em um mesmo grupo estatístico.  

Após a aplicação do teste Tukey com os valores referentes à altura da haste, para as 

plantas de S. bicolor, pode-se observar a existência de uma diferença estatística significativa 

entre os tratamentos. O tratamento que mais interviu no crescimento da parte aérea das plantas 

de S. bicolor foi o tratamento SO210, apresentando a menor média de comprimento da haste e 

enquadrando-se em um grupo estatístico diferente dos demais No entanto, quando analisados 

os valores referentes à parte radicular, essa diferença estatística não ocorre, ou seja, o 

fermentado não interviu de maneira significativa no desenvolvimento radicular das plantas de 

S. bicolor. 

Quando aplicado o teste Tukey nos valores referentes ao ensaio em pós-emergência, 

para plantas de C. sativus, pode-se observar que existe uma diferença estatística significativa 

entre os tratamentos, tanto para a haste quando para a parte radicular. O tratamento que 

apresentou maior atividade herbicida em plantas de C. sativus foi o tratamento SO210, 

enquadrando-se em um grupo estatístico diferente dos demais. Dessa forma, fica evidente a 

intervenção do caldo fermentado sobre a parte aérea e radicular das plantas de C. sativus. Na 

figura 3 podem ser observados os efeitos (fitotoxicidade) resultantes da aplicação dos 11 

tratamentos sobre a parte aérea de plantas de C. sativus e S. bicolor  
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Figura 3 - Fitotoxicidade observada após a realização do experimento II (ensaio em pós-

emergência) com plantas de C. sativus e S. Bicolor, com ênfase para o tratamento SO 210. 
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A inibição no crescimento da parte aérea das plantas também foi observada por 

Weissmann et al. (2003) ao avaliar o potencial herbicida de isolados bacterianos em algumas 

espécies daninhas. Da mesma forma, Souza (2017) ao avaliar a ação herbicida dos metabolitos 

produzidos pelo fungo Diaporthe sp em plantas de C. sativus, também relatou inibição na parte 

aérea e radicular das plantas.  Além da inibição do crescimento também foi observadoo 

aparecimento de nervuras avermelhadas ou arroxeadas, limbo foliar com manchas amareladas, 

enrugamento das folhas mais jovens, necrose e até mesmo morte das plantas. 

Em outro trabalho, Pes (2016) também relatou atividade herbicida ao aplicar o 

fermentado contendo os metabólitos produzidos pelo fungo Diaporthe sp., em associação a 

herbicidas e adjuvantes comerciais, em plantas de Glycine max, Conyza sp. e Echinochloa sp.  

Brum (2016) ao avaliar o potencial herbicida dos metabólitos produzidos pelo fungo 

Phoma sp, em plantas de C. sativus e S. bicolor, relatou a aparição de manchas foliares, 

murchamento e atrofia no crescimento em ambas as espécies.  

 

5.3.3 (Experimento III) ensaio de punctura  

 

Na tabela 9 são expostos os valores referentes porcentagem de área foliar, assim como 

o tipo de lesão ocasionado por cada tratamento, três dias após realização do experimento III. 

 

Tabela 9- Resultados obtidos no teste de punctura; tipo de lesão observada e porcentagem de 

área foliar afetada. 

Tratamento Lesão observada Área foliar afetada (%) 

BA 23 Clorose 25AB 

VP 22 Clorose 30B 

SO 210 Clorose, necrose 70D 

SO 211 Nenhum efeito - 

SO 29 Clorose, necrose 20ª 

SPII 35 Clorose  30B  

SO 27 Nenhum efeito - 

SO 31 Nenhum efeito - 

DP 14 Nenhum efeito - 

SO 52 Clorose 25AB 

BA 38 Clorose 40BC 

Testemunha Clorose - 

Letras diferentes significam que existe diferença significativa entre os tratamentos 

Letras conjuntas significam que existe diferença estatística, porém, esta não é significativa  

Letras iguais significam que não existe diferença estatística significativa entre os tratamentos. 
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Após avaliação dos resultados obtidos no experimento III (ensaio de punctura), 

constatou-se que os tratamentos VP 22, BA 23, SO 52, SPII 35, SO 29, BA 38 não causaram 

lesões significativas na superfície das folhas de C. sativus e S. bicolor, apresentando uma 

porcentagem de área foliar afetada em tordo de 10% a 40%. NO caso dos tratamentos SO 211, 

SO 27, SO 31 e DP 14, não foi observada nenhuma lesão na superfície das folias. Já o tratamento 

SO 210 apresentou elevada fitotoxicicidade sobre a superfície das folhas, com uma 

porcentagem de área foliar afetada em torno dos 70%. A aplicação desse tratamento ocasionou 

o aparecimento de manchas escuras, assim como halos de clorose e pontos de necrose na 

superfície das folhas. 

Após a aplicação do teste de Tukey nos valores referentes à porcentagem de área foliar 

afetada, observou-se que o tratamento que mais se difere estatisticamente dos demais é 

tratamento SO 210.  

Na figura 4 podem ser observados os resultados referentes às lesões ocasionadas pelos 

tratamentos, após a realização o experimento III.  
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Figura 4 - Lesões observadas após aplicação dos tratamentos VP 22, BA 23, SO 52, SPII 35, 

SO 29, BA e SO 210, em folhas de C. sativus, três dias após a realização do experimento III. 
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Resultados semelhantes, descrevendo manchas na superfície das folhas, foram 

observados por Cimmino et al. (2012) ao aplicar doses com o metabólito homentrioloxin, 

produzido pelo fungo Phomopsis sp, em folhas de Carthamus lanatus (cártamo-lanoso), 

Mercurialis annua (barradoiro), Chenopodium album L. (fedegoso), Cirsium arvense (cardo-

rasteiro) Sonchus oleraceus L. (chicória-brava), Setaria viridis (milhã-de-cabecinha). 

Em outro estudo, Cimmino et al. (2013) b), ao testar o potencial do metabólito 

chenopodolin, produzido pelo fungo Phoma chenopodicola, em folhas de Cirsium arvense 

(cardo-rasteiro) e Setaria viride (milhã-de-cabecinha), duas monocotiledôneas e uma 

dicotiledônea, descreveu sintomas como: lesões por necrose, murchamento e degradação dos 

tecidos foliares em um modo geral.  

Evidente et al. (2008) avaliou a ação herbicida dos metabólitos produzidos pelo fungo 

Phyllosticta cirsii, em diferentes frações (extrato bruto e purificado) em folhas de Cirsium 

arvense (mal-me-quer dos campos) observando o aparecimento semelhantes ao de Cimminio 

et al. (2013). Posteriormente, Evidente et al. (2015), ao testar metabólitos produzidos pelo fungo 

Phoma chenopodiicola, em um ensaio de punctura realizado com folhas de Stellaria media 

(Morugem), Urticadioica (Urtiga), Sonchus arvensis (Serralha), Parietaria officinalis (Fura-

paredes), Lactuca serriola (alface-brava), Helianthus annuus (Girassol) observou o 

aparecimento de graves lesões na superfície das folhas, tais como clorose, pontos de necrose e 

deterioração de parte dos tecidos foliares. 

Brum et al. (2016) avaliou a atividade herbicida dos metabólitos produzidos pelo fungo 

Phoma sp. Em folhas de C. sativus e S. bicolor, constatando o aparecimento de manchas foliares 

e necrose em alguns casos. Da mesma forma, MASI et al. (2014) após testar metabolitos 

produzidos pelo fungo Pyrenophora semeniperda em folhas de Triticum durum L. (Trigo), 

Lycopersicon esculentum L (Tomate), Sonchus arvensis L. (Serralha), e Bromus tectorum L. 

(Bromo-vassoura) também observou manchas foliares, na sua maioria em estafo de necrose. 

Andolfi et al. (2015) também relatou atividade herbicida ao aplicar os metabólitos produzidos 

pelo fungo Diaporthe gulyae em folhas de Carthamus lanatus (cardo-beija-mão). 
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5.4  IDENTIFICAÇÃO DO MICRORGANISMO SELECIONADO 

 

O tratamento que apresentou maior fitotoxicidade mediante realização dos experimentos 

I, II e III, foi o tratamento SO210. Por esta razão, o microrganismo responsável pela produção 

do tratamento foi selecionado para identificação e para realização das etapas posteriores do 

trabalho.  

Após a comparação das sequências de DNA do microrganismo prospectado com as 

sequências de DNA de espécimes autênticos depositados no NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) foi constatado que, este pertence ao gênero Fusarium, sendo 

identificado como Fusarium fujikuroi. 

O gênero fusarium sp. é o segundo mais citado em estudos relacionados ao controle de 

plantas daninhas, ficando atrás apenas pelo gênero Colletotrichum sp. (KLAIC, 2014). Abbasher 

et al.(1992) avaliou a atividade herbicida do fungo Fusarium nygamai, no controle de Striga 

hermonthica (erva de bruxa). 

ABBAS et al.(1999) avaliou o potencial herbicida da toxina Fumonisina B1, produzida 

pelo fungo fusarium moliniforme, aplicada no combate S. nigrum (erva moura). Morin et al., 

(2000) avaliou o potencial herbicida do fungo Fusarium tumidum, no combate da Ulex 

europaeus L (carqueja), na Austrália. 

Em outro estudo, Pearsonet al. (2016) avaliou a patogenicidade de fungos do gênero 

fusarium (Fusarium avenaceum, Fusarium acuminatum, Fusarium redolens, Fusarium 

culmorum/Fusarium cerealis and Fusarium solani.) em diferentes espécies de gramíneas, onde 

se destacaram os fungos Fusarium avenaceum e Fusarium acuminatum, apresentando alto grau 

de patogenicidade sobre as espécies testadas. 

Apesar de alguns estudos já terem sido realizados empregando fungos do gênero 

fusarium, não foi encontrado na literatura nenhum trabalho utilizando Fusarium fujikuroi para 

controle de plantas daninhas. Esse fato torna a pesquisa a pesquisa com esse microrganismo 

ainda mais promissora, assim como, aumenta as expectativas para a descoberta de novos 

metabólitos para o controle de plantas daninhas. 

  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1754504816000064
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5.5  PADRONIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE FERMENTAÇÃO PARA O 

MICRORGANISMO SELECIONADO 

 

5.5.1 Experimento IV (ensaio em pré-emergência)  

 

Na tabela 10 são apresentados os resultados obtidos no experimento IV (ensaio em pré-

emergência) referente à padronização das condições de fermentação para o microrganismo 

selecionado (Fusarium fujikuroi) nas etapas anteriores. 

 

Tabela 10 – Resultados referentes à porcentagem de sementes não germinadas após aplicação 

dos tratamentos obtidos com a padronização das condições de fermentação, para Fusarium 

fujikuroi, em ensaio de pós-emergência, com plantas de C. sativus e S. bicolor.  

 

Tratamento Sementes não germinadas (%) 

 S. bicolor C. sativus 

T1 14 B 2 A 

T2 58 CD 78 D 

T3 100 E 100 E 

T4 20 B 0 A 

T5 74 D 40 C 

T6 80 DE 74 CD 

T7 100 E 52 C 

T8 60 D 16 B 

T9 60 D 6 A 

T10 6 A 4 A 

T11 80 DE 80 CD 

T12 36 C 90 DE 

PC 1 64 D 30 BC 

PC 2 5 A 24 C 

PC 3 64 D 4 A 

Testemunha 0 A 0 A 

Letras diferentes significam que existe diferença significativa entre os tratamentos 

Letras conjuntas significam que existe diferença estatística, porém, esta não é significativa  

Letras iguais significam que não existe diferença estatística significativa entre os tratamentos. 
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Após a realização do ensaio em pré-emergência foi possível constatar que a maioria dos 

tratamentos apresentou efeito moderado sobre a germinação das sementes de ambas as espécies, 

com percentuais de inibição da germinação variando de 30-60%.  

Três tratamentos T1, T4 e T10 apresentaram baixa atividade sobre a germinação das 

sementes de ambas as espécies, com um percentual de inibição variando de 2-20%. No caso 

dos Tratamentos T8, T9, PC2 e PC3, o efeito sobre a germinação foi considerado baixo para S. 

bicolor (0-20%), porém, moderado para C. sativus (30- 60%).  

Para oito tratamentos, T2, T5, T6, T11, T12, PC1, PC2, PC3, foi relatada uma alta 

porcentagem de inibição germinação das sementes de ambas as espécies (60 - 80%), com 

exceção do tratamento T12, que apresentou baixa influência na germinação das sementes de C. 

sativus, (36%). O Tratamento T7 também interviu de maneira significativa a germinação das 

sementes de S. bicolor (100%), porém, foi relatado um efeito moderado (52%) quando 

observada a influência sobre a germinação das sementes de C. sativus. 

Nos tratamentos T1, T4, T8, T10, PC1, e PC3 houve germinação parcial de algumas 

sementes em ambas as espécies, porém, as plântulas não conseguiram se desenvolver, 

apresentando sinais de anomalias, não atingindo o estágio de crescimento das testemunhas.  

O tratamento que mais afetou a germinação das sementes foi o tratamento T3. Este, por 

sua vez, apresentou um percentual de inibição de 100% para as sementes de ambas as espécies, 

não sendo observado nenhum sinal aparente de desenvolvimento das mesmas.   Na figura 5 é 

possível visualizar o registro fotográfico do ensaio em pré-emergência, Plackett Burman, em 

sementes de C. sativus e S. bicolor, referente aos 15 tratamentos testados e quatro testemunhas. 

Após a aplicação do teste Tukey para os valores referentes à porcentagem de sementes 

não germinadas no ensaio em pré-emergência percebe-se que existe uma diferença estatística 

significativa tanto para S. bicolor quanto para C. sativus.  Os tratamentos que mais se diferiram 

estatisticamente dos demais para S. bicolor foram os tratamentos T3 e T7, enquadrando-se em 

um grupo estatístico diferente dos demais. Quando avaliados os valores referentes à C. sativus, 

percebe-se que o tratamento que mais se diferiu estatisticamente dos demais foi o tratamento 

T3 

Na figura 5 é possível observar os resultados obtidos no experimento IV (ensaio em pré-

emergência) referente a padronização das condições de fermentação para Fusarium fujikuroy. 
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Figura 5 - resultados obtidos no experimento IV (ensaio em pré-emergência) referente a padronização 

das condições de fermentação para Fusarium fujikuroy 



54 

 

  

5.5.2 Experimento V (ensaio em pós-emergência) 

 

Na tabela 11 são apresentados os valores referentes ao experimento V, com a 

porcentagem de fitotoxicidade, comprimento da haste e radicular em plantas de C. sativus e S. 

bicolor.  



Tabela 11 – Resultados obtidos no experimento V, referentes à porcentagem de fitotoxicidade, área foliar afetada e comprimento da haste e radicular no 

ensaio em pós-emergência em plantas de C. sativus e S. bicolor. 

 

 
Tratamento S. bicolor   C. sativus 

 
Fitotoxicidade 

(%) 

Comprimento 

haste (cm) 

Comprimento raiz 

(cm) 

Fitotoxicidade 

(%) 

Comprimento 

haste (cm) 
Comprimento raiz (cm) 

T1 0 A 8,957 A 20,86 BCDE 10 A 9,286 A 15,50 A 

T2 10 A 8,714 A 20,21 BCDE 0 A 9,833 A 14,50 AB 

T3 15 A 8,500 A 18,071 CDE 10 A 9,667 A 13,500 AB 

T4 10 A 8,500 A 26,00 ABC 10 A 9,571 A 15,786 A 

T5 10 A 27,83 AB 9,571 A 10 A 16,36 A 9,643 B 

T6 15 A 8,643 A 23,29 ABCD 0 A 10,714 A 18,86 A 

T7 0 A 8,143 A 14,000 E 15 A 9,00 A 18,57 A 

T8 10 A 8,500 A 24,21 ABCD 10 A 10,000 A 15,85 A 

T9 0 A 8,786 A 25,50 ABCD 15 A 10,571 A 15,87 A 

T10 15 A 9,571 A 23.29 ABCD 0 A 10.85 A 17,17 A 

T11 10 A 9,714 A 20,71 BCDE 15 A 11.41 A 16,286 A 

T12 0 A 8,000 A 17,79 DE 15 A 10,71 A 16,571 A 

PC1 
10 A 

 
8,714 A 29,00 A 0 A 9,214 A 16,714 A 

PC2 10 A 8,357 A 9,214 A 10 A 10,571 A 5,07 A 

PC3 15 A 9,357 A 25,57 ABCD 15 A 9,357 A 16,643 A 

Teste 0 A 10,64 A 10,643 A 0 A 10,643 A 16,643 A 

Letras diferentes significam que existe diferença significativa entre os tratamentos 

Letras conjuntas significam que existe diferença estatística, porém, esta não é significativa  

Letras iguais significam que não existe diferença estatística significativa entre os tratamentos. 



Observado os resultados obtidos no experimento V (ensaio em pós-emergência), 

percebe-se que todos os tratamentos apresentaram baixa fitotoxicidade quando aplicados sobre 

a parte aérea de plantas de C. sativus e S. bicolor, com um percentual de atividade herbicida 

variando de 0-20%. Em alguns casos foi observado o aparecimento de pequenas manchas na 

superfície das folhas de C. Sativus. Com relação às plantas de S. bicolor, foi relatado apenas 

um leve amarelecimento na extremidade das folhas.  

Após a aplicação do teste Tukey para os valores correspondentes a porcentagem de 

fitotoxicidade em pós-emergência percebe-se que não existe diferença estatística significativa 

entre os tratamentos, tanto para S. bicolor, quanto para C. sativus, onde todos os tratamentos se 

enquadraram em um único grupo estatístico.  

A baixa fitotoxicidade observada no ensaio em pós-emergência leva a hipótese de que 

o metabólito contido nos tratamentos possa atuar de maneira sistêmica e não apenas pelo 

contato. Dessa forma, seria necessário que a fitotoxina penetrasse o tecido foliar, atingindo o 

sistema circulatório da planta. 

Após a aplicação do teste de Tukey para valores referentes ao comprimento da haste em 

plantas de C. sativus, pode-se perceber que não houve diferença estatística significativa entre 

os tratamentos, sendo todos estes enquadrados no mesmo grupo (A). Mesmo não havendo 

diferença estatística, é possível perceber que o tratamento que mais interviu no 

desenvolvimento da parte aérea das plantas foi o T7. 

Quando aplicado o teste de Tukey para valores referentes ao comprimento radicular em 

plantas de C. sativus, foi possível perceber que não existe diferença estatística entre 12 dos 15 

tratamentos. Apenas três tratamentos apresentam diferença estatística sobre os demais, dois se 

enquadrando em um grupo intermediário (AB) e um se enquadrando em um grupo isolado (B).  

Após a aplicação do teste de Tukey para valores referentes ao cumprimento da haste em 

plantas de S. bicolor, foi possível perceber que não houve diferença estatística significativa 

entre os tratamentos, sendo todos estes enquadrados no mesmo grupo (A).  

Quando aplicado o teste de Tukey para valores referentes ao comprimento radicular em 

plantas de S. bicolor, foi possível perceber que existe uma diferença estatística significativa 

entre todos os tratamentos, sendo T7 o tratamento que mais interviu no desenvolvimento 

radicular das plantas de S. bicolor, enquadrando-se no grupo (E) 

Na figura 6 é possível visualizar os resultados obtidos após realização do experimento 

V (ensaio em pós-emergência) em plantas de C. sativus e S. bicolor, referentes ao ajuste nas 

condições de fermentação para Fusarium fujikuroy.  
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Figura 6 - Resultados obtidos após realização do experimento V em plantas de C. sativus e S. 

bicolor, referentes à padronização das condições de fermentação para Fusarium fujikuroy. 

Onde: PC1, PC2, etc., correspondem aos pontos centrais d 
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5.5.3 Experimento VI (ensaio de punctura)  

 

Tabela 12 – Resultados obtidos após a realização do experimento VI, referentes à porcentagem 

de área foliar afetada e tipo de lesão causada pelos tratamentos. Onde: PC1, PC2, etc., 

representam os pontos centrais do delineamento e T1, T2, etc., representam as demais condições 

de tratamento.  

 

Tratamento Lesão observada  Lesão observada  
Área foliar 

afetada (%) 

Área foliar 

afetada (%) 

 C. sativus S. bicolor C. sativus S. bicolor 

T1 Manchas escuras Manchas escuras 10A 5A 

T2 Pontos clorose Pontos de clorose 5A 2A 

T3 Pontos de necrose Pontos de necrose 80D 70D 

T4 Manchas escuras Machas escuras 20B 30BC 

T5 clorose Clorose 15AB 25B 

T6 clorose Clorose 35BC 25B 

T7 Pontos de clorose Pontos de clorose 15AB 20B 

T8 Manchas escuras Pontos de clorose 30B 5A 

T9 Pontos de clorose Pontos de clorose 5A 2A 

T10 Pontos escuros Sem lesão 5A 0A 

T11 Pontos de clorose Sem lesão 10A 0A 

T12 Pontos de clorose Sem lesão 5A 0A 

PC1 Murchamento murchamento 2A 5A 

PC2 Murchamento Pontos clorose 5A 5A 

PC3 Murchamento Manchas escuras 2A 15AB 

Testemunha Sem lesão Sem lesão 0 0 
 

Letras diferentes significam que existe diferença significativa entre os tratamentos 

Letras conjuntas significam que existe diferença estatística, porém, esta não é significativa  

Letras iguais significam que não existe diferença estatística significativa entre os tratamentos. 

 

Nos ensaios de punctura foi possível observar que quatorze tratamentos apresentaram 

baixa fitotoxidade quando aplicados sobre puncturas em folhas de C. sativus. O percentual de 

área foliar afetada para esses tratamentos variou de 0-30%, Na maioria dos tratamentos foi 

observado o aparecimento de halos de necrose, em estágio inicial ao redor das puncturas, assim 

como, em alguns casos foi relatado leve amarelecimento (clorose) das extremidades das folhas.  

O tratamento que mais se destacou para C. sativus foi o T3. Este, por sua vez apresentou 

um percentual de área foliar afetada de aproximadamente 90%. Nesse caso, foi observado o 

aparecimento de halos de necrose em estágio avançado ao redor das puncturas, assim como, 

murchamento na região periférica da folha. 
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O resultado se repetiu para quase todos os tratamentos após avaliação em folhas de S. 

bicolor. Pode-se perceber que os mesmos tratamentos citados acima apresentaram um baixo 

percentual de área foliar afetada, variando de 0-25%. Esses tratamentos, em sua maioria, 

ocasionaram o aparecimento de pequenos halos de necrose, em estágio inicial ao redor das 

puncturas, assim como, leve amarelecimento nas extremidades das folhas. O tratamento que 

mais se destacou sobre as folhas de S. bicolor também foi o tratamentoT3. Este por sua vez, 

apresentou um percentual de área foliar afetada em torno dos 80%. Nesse caso, foi observado 

o aparecimento de halos de necrose em estágio avançado ao redor das puncturas, assim como, 

amarelecimento em nas extremidades da folha.  

Após o término dos ensaios de punctura, ficou evidente que o tratamento que mais se 

destacou para C. sativus foi o tratamento T3. Como o resultado não se repetiu para S. bicolor 

pode-se dizer que o metabólito responsável pelas lesões tem maior atividade herbicida em 

plantas dicotiledôneas do que em monocotiledôneas.  

A análise estatística aplicada nos resultados referentes ao ensaio de punctura indica que 

existe diferença estatística significativa entre os tratamentos. O tratamento que apresentou 

maior fitotoxicidade em ambas as espécies foi o tratamento T3. Este, por sua vez diferiu-se 

estatisticamente dos demais, enquadrando-se em um grupo estatístico distinto. 

Na figura 7 são expostos os resultados obtidos no experimento VI, referentes à 

padronização das condições de fermentação, onde pode ser observado a porcentagem de área 

foliar afetada (Fitotoxicidade) ocasionada por cada tratamento em folhas destacadas de C. 

sativus e S. bicolor, três dias após a aplicação dos tratamentos.  
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Figura 7 - Resultados obtidos no experimento VI, referentes à porcentagem de área foliar 

afetada observada três dias após a aplicação dos tratamentos em folhas de C. sativus e S. bicolor. 
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Após a realização dos bioensaios referentes aos ajustes das condições de fermentação, 

ficou evidente que o tratamento que mais se destacou foi o tratamento T3. As condições de 

fermentação encontradas para a produção do Tratamento T3 foram as seguintes:30g/L de 

sacarose, 5% água de maceração de milho, pH 5, agitação de 220 rpm, temperatura de 31°C e 

tempo de fermentação de 7 dias. Essas condições foram adotadas como padrão para produção 

do caldo fermentado, via fermentação submersa para o fungo Fusarium Fujikuroi, servindo de 

base para a formulação com adjuvantes. 

 

5.6 FORMULAÇÃO 

 

5.6.1 Experimento VII (ensaio em pós emergência para seleção do melhor óleo) 

 

Na tabela 12 são expostos os resultados obtidos no experimento VII, referentes à seleção do 

melhor óleo a ser empregado na formulação do fermentado.  

 

Tabela 13 - Resultados obtidos no experimento VII, em plantas de Conyza sp referentes à 

seleção do óleo a ser empregado na formulação do fermentado 

 

Formulação Lesão observada (%) Atividade herbicida 

F1 Supressão do crescimento, clorose, necrose 10A 

F2 Supressão do crescimento e clorose 10A 

F3 Supressão do crescimento e morte da planta 80B 

F4 Supressão crescimento A5 

F5 Supressão crescimento e leve clorose A5 

F6 Supressão do crescimento e leve clorose A10 

F7 Leve clorose e murchamento A5 

Testemunha Sem atividade herbicida 0A 

 

Após a realização do ensaio em pós emergência, foi possível verificar que três 

tratamentos, F1 e F2, formulados com óleo de palma e óleo de soja, respectivamente, 

apresentaram efeito moderado sobre a parte aérea das plantas de Conyza sp, sendo observado 

um leve murchamento e descoloração das plantas, assim como a destruição de uma ou duas 

plantas do estande. O tratamento 4, composto apenas de caldo fermentado, apresentou efeito 
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leve sobre as plantas, sendo registrado apenas uma leve descoloração nas plantas do estande. 

Os tratamentos F5, F6 e F7, formulados apenas com água e os respectivos óleos, não 

apresentaram atividade herbicida sobre as plantas. Assim como, o tratamento F8, composto 

apenas por água (testemunha). O tratamento F3, composto por óleo mineral, apresentou efeito 

severo sobre as mesmas. Nesse tratamento foi observado, após as primeiras 24 horas da 

aplicação, o aparecimento de manchas escuras, seguido de murchamento das plantas. Após 48 

horas da aplicação foi observado a destruição quase completa do estande, restando apenas uma 

planta sem sintomas graves. Isso pode ter ocorrido pelo fato de as plantas terem sido coletadas 

em áreas diferentes, podendo esta, ser um exemplar adaptado ou com maior resistência que as 

demais plantas do estande.  

A formulação com óleo mineral foi mais eficaz quando comparada com os demais óleos 

empregados. A adição de um óleo junto ao caldo fermentado proporcionou maior absorção do 

tratamento pelas plantas, auxiliando e aumentando a atividade herbicida dos tratamentos.  

Após a realização da análise da variância e teste de Tukey nos resultados obtidos no 

experimento VII, verificou-se que existe diferença estatística significante entre os tratamentos 

formulados, sendo o tratamento F3 o que mais se destacou, enquadrando-se em um grupo 

estatístico distinto dos demais.  

 Na figura 8 são expostos os resultados obtidos no experimento VII, referentes a seleção 

do melhor óleo a ser empregado na formulação do caldo fermentado  

 

 

Figura 8 - Resultados obtidos no experimento VII, (ensaio em pós-emergência em plantas de 

Conyza sp) referentes a escolha do melhor óleo (óleo de palma, óleo de soja e óleo mineral 

(Assist®) a ser empregado na formulação do caldo fermentado. 
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5.6.2 Experimento VIII (ensaio em pós emergência para formulação com surfactantes) 

 

Na tabela 14 são expressos os valores referentes atividade herbicida observada no 

experimento VIII, para formulação do caldo fermentado mais óleo associado aos surfactantes 

Spam 80 e Twem 80, em plantas de Conyza sp. 

 

Tabela 14 – Resultados obtidos após a realização do experimento VIII, referentes à 

porcentagem de atividade herbicida, assim como tipo de lesão observada após a formulação do 

caldo fermentado mais óleo, associado aos adjuvantes comerciais (óleo mineral Assist®, Spam 

80® e Twem 80®). 

 

Formulação 
(%) Atividade 

herbicida  
Lesão observada 

(%) Atividade 

herbicida 

controle 

F1 20 A Supressão do crescimento. 10A  

F2 80 CD Supressão do crescimento, necrose 10A  

F3 80 CD Supressão do crescimento 15A  

F4 40 AB Supressão do crescimento, clorose 10A  

F5 50 AB Murchamento e clorose 15A  

F6 30 A Supressão do crescimento, clorose 10A  

F7 80 CD Supressão do crescimento, negrose 10A  

F8 90 D Supressão do crescimento, necrose 10A  

F9 70 CD Murchamento e clorose 10A  

F10 100 E Destruição completa do estande  20A  

F11 40 AB Murchamento 10A  

F12 100 E Destruição completa do estande 10A  

F13 20 A Supressão do crescimento,  10A  

F14 100 E Destruição completa do estande  0A  

F15 100 E Destruição completa do estande  10A  

F16 100 E Destruição completa do estande  10A  

F17 70 CD Supressão do crescimento, necrose 10A 

Fermentado 40 Supressão do crescimento - 

Testemunha 0 Sem sintoma - 

 

Após a aplicação dos tratamentos formulados sobre a parte aérea das plantas de Conyza 

sp, foi observado o aparecimento de manchas escuras nas primeiras 24 horas. A partir das 48 

horas, foi observado, além das manchas, o murchamento na extremidade das folhas em alguns 

tratamentos. Após 72 horas da aplicação foi observado o aparecimento de manchas mais 

escuras, seguido de total murchamento de algumas plantas. Após 96 horas, alguns tratamentos 
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haviam apresentado elevada atividade herbicida, resultando na destruição completa do estande 

de plantas. 

Os tratamentos F1, F9, F11 e F13 apresentaram atividade herbicida moderada, ou seja, 

injúria duradoura, com recuperação duvidosa. Para os Tratamentos F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 

e 17 foi relatado uma injúria pesada sobre as plantas, havendo grande diminuição no estande. 

No caso dos tratamentos F10, F12, F14, F15 e F16, foi relatada a destruição total das plantas, 

havendo destruição completa da cultura no estande.   

Quando avaliada a atividade herbicida de suas respectivas plantas controle, não foi 

relatada atividade herbicida relevante, apenas leve murchamento em alguns casos, o que sugere 

que as injúrias observadas são decorrentes da associação do fermentado + adjuvante e não 

apenas dos adjuvantes. A testemunha contendo o tratamento com apenas o fermentado (F) 

apresentou injúria leve, com alguma descoloração e atrofia das folhas da planta. Ao avaliar os 

efeitos do tratamento apenas com água (testemunha), não foi relatada nenhuma atividade 

herbicida.  

Quando observado as condições de formulação dos melhores tratamentos observou-se, 

que, com exceção dos tratamentos F2 e F3, todos os demais apresentam um EHL elevado, 

variando de 9,7 – 15. A ocorrência de um EHL elevado indica que a adição dos adjuvantes 

proporcionou uma melhor molhabilidade da folha, proporcionando ao tratamento uma melhor 

condição de controle em plantas de Conyza sp. Observou-se também, que a porcentagem de 

adjuvantes empregados na formulação desses tratamentos ficou em torno dos 5,5% 

(surfactantes) e 3% de óleo mineral.  

Pes et al.(2016), observou efeito de supressão no crescimento de plantas de C. 

bonariensis, após aplicação do caldo contendo os metabólitos de Diaphorte sp em associação 

ao óleo mineral (Assist®) na dose de 0,5% v/v, assim como, redução de 30 a 40% na massa 

seca de parte aérea de Echinochloa sp e Conyza sp. 

Almeida (2015), também relatou atividade herbicida após aplicação do caldo 

fermentado contendo metabólitos do fungo Phoma sp, em associação com adjuvantes sobre 

aparte aérea de S.bicolor, Lactuca sativa (alface), C. sativus, Allium cepa L. Alliaceae (cebola). 

Na figura 9 é possível observar o registro fotográfico referente ao ensaio em pós-emergência 

em plantas de C. bonariensis. 

Após a realização da análise estatística nos resultados obtidos no experimento VIII 

observou-se que os tratamentos F10, F12, F14, F15, F16 foram os que mais se diferiram 

estatisticamente dos demais. A aplicação da análise estatística no controle revelou que não 

existe diferença significativa entre os mesmos. 
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Figura 9 - Resultado obtidos após a realização do experimento VIII, referente à formulação 

do caldo fermentado + óleo mineral, associados aos surfactantes Spam 80 e Twem 80, 

aplicados em plantas de Conyza sp. Onde F = formulação com fermentado e adjuvantes, 

Fa = Formulação controle, (água e adjuvantes), F = Fermentado e Testemunha (apenas de 

água.  
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Figura 10 - Tratamento F14                       Figura 10 Tratamentos F15, F16 

 

       

Figura 11- Tratamento F 11    Figura 12 - Tratamento F12  
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CONCLUSÃO 

 

Após a coleta foram selecionados e isolados 126 microrganismos, através dos quais 

foram produzidos 126 tratamentos diferentes. Após a realização dos experimentos I, II e III, 

constatou-se que o tratamento SO 210 apresentou maior fitotoxicidade sobre plantas e sementes 

de C. sativus e S. bicolor, sendo, por tanto, selecionado para identificação.  

O microrganismo utilizado na produção do tratamento SO 2010 foi identificado como 

sendo um fungo da espécie Fusarium fujikuroi. 

A padronização das condições de fermentação para produção dos metabólitos a partir 

do fungo Fusarium fujikuroi, foram definidas como sendo:10 g/L sacarose, 5% água de 

maceração de milho, agitação de 200 rpm, pH 7, temperatura de 25°C e tempo de fermentação 

de 7 dias, resultando em 50mL de caldo fermentado.  

A adição de adjuvantes associados ao caldo fermentado aumentou consideravelmente a 

atividade herbicida no ensaio pós-emergente em plantas de Coniza sp. Após a formulação com 

adjuvantes (óleo mineral Assist® + surfactantes) foi relatado um aumento de 70% na atividade 

herbicida. 

A formulação que apresentou maior atividade herbicida no controle pós-emergente de 

plantas de Conyza sp foi obtida a partir das seguintes condições: 41,5% de caldo fermentado, 

3% de óleo mineral Assist® e 5,5 % de surfactantes Tween 80® e Span® 80, resultando em 

um EHL elevado, variando de 9,7 a 15.  

Por fim, após a realização do estudo, conclui-se que as condições encontradas, tanto na 

padronização das variáveis do processo fermentativo quando na formulação com adjuvantes, 

contribuíram para a eficiência do tratamento SO 210, constituindo uma promissora formulação 

para produção de um bioherbicida, a partir do fungo Fusarium fujikuroy para atuar no controle 

do gênero Conyza sp. 
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