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RESUMO

FORMULAGCAO E APLICAGCAO DE ME'I:ABOLITOS PRODUZIDOS POR Fusarium fujikuroi
COM ACAO BIOHERBICIDA

AUTOR: Izelmar Todero
ORIENTADOR: Dr. Marcio Antonio Mazutti

COORIENTADOR: Dr. Giovani Leone Zabot

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito herbicida dos metabolitos produzidos por Fusarium fujikuroi
aplicados em pré e pds-emergéncia em plantas bioindicadoras e plantas daninhas, bem como formular um bioproduto.
Os experimentos foram divididos em duas etapas, onde na 12 etapa foi avaliado o potencial do fungo Fusarium fujikuroi
para a producdo de exopolissacarideos (EPS), a concentracdo dos EPS e a relagdo dos EPS com a atividade
bioherbicida. Para isso foi avaliada a producdo em caldo fermentado bruto e diferentes métodos de concentracdo
(membranas, liofilizacdo e a evaporacdo). A quantificacdo dos exopolissacarideos foi realizada a partir de precipitacdo
acida e os testes foram realizados em folhas de Cucumis sativus. Na 22 etapa, primeiramente foram realizados testes
de pré-emergéncia em Cucumis sativus, Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus. Juntamente foram avaliados a
embebigdo das sementes e a atividades da a-amilase. Nos experimentos de formulacdo dois diferentes ensaios foram
realizados a fim de investigar a interacdo do caldo fermentado sem células de Fusarium fujikuroi aos adjuvantes.
Primeiramente foram realizados testes preliminares avaliando diferentes concentracdes de 6leo de palma, Span® 80 e
Tween® 80, Silweet L-77, Assist, Organico, Aureo e Nimbus. A partir dos resultados foram selecionadas as duas
melhores formulagBes com dois melhores adjuvantes comerciais (Silweet L-77 e o Aureo) e realizados os testes em
Bidens pilosa. Os resultados obtidos na primeira etapa desta Tese demonstaram que o fungo Fusarium fujikuroi pode
ser considerado um bom produtor de exopolissacarideos. As tecnologias utilizadas para concentrar os EPS mostraram
ser processos eficientes, com destaque para a liofilizacdo, seguido de membranas e evaporagéo. Os resultados indicam
que quando as concentracdes de EPS aumentam, ocorre um aumento na atividade bioherbicida e uma diminuicdo na
tensdo superficial sdo obtidos. Ao investigar diferentes concentraces de dleo de palma, Span® 80 e Tween® 80 com
diferentes niveis de Equilibrio Hidréfilol Lipdfilo (EHL), o tratamento que apresentou melhor resultado foi uma
mistura de Tween® 80, 6leo de palma e o caldo bruto. Testando os diferentes adjuvantes comerciais o Silwet L-77 +
Tween® 80 + caldo bruto estes apresentaram maiores danos na planta daninha. Na germinacdo de Cucumis sativus
obteve-se resultados promissores. A avaliacdo em Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus demonstraram que existe
um efeito herbicida no caldo bruto, para ambas as espécies de plantas daninhas. Em relagdo & porcentagem de
germinacdo por embebigdo das sementes, esta aumentou progressivamente com o tempo de embebicdo. Todas as
concentracdes do caldo de Fusarium fujikuroi testadas mostraram inibicdo da embebicdo das sementes. O efeito da
atividade da a-amilase sofreu variacdo em cada tratamento. Testando os diferentes adjuvantes comerciais o Silwet L-
77 apresentou maior compatibilidade com o caldo bruto, levando a lesdes irreversiveis.

Palavras chaves: Fusarium fujikuroi. Exopolissacarideos. Bioherbicida. Formulaces.
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ABSTRACT

FORMULATION AND APPLICATION OF METABOLITES PRODUCED BY Fusarium fujikuroi
WITH BIOHERBICIDE ACTION

AUTHOR: Izelmar Todero
ADVISOR: Dr. Marcio Antonio Mazutti
CO-ADVISOR: Dr. Giovani Leone Zabot

The present work aimed to evaluate the herbicide effect of the metabolites produced by Fusarium fujikuroi applied in
pre and post-emergence in bioindicator plants and weeds, as well as to formulate a bioproduct. The experiments were
divided into two stages, where in the 1st stage the potential of the fungus Fusarium fujikuroi for the production of
exopolysaccharides (EPS), their concentration and the relationship of EPS with the bioherbicidal activity were
evaluated. For this purpose, production in crude fermented broth and different methods of concentration (membranes,
Iyophilization and evaporation) were evaluated. The quantification was carried out using acid precipitation and the
tests were carried out on Cucumis sativus leaves. In the 2nd stage, firstly, pre-emergence tests were carried out on
Cucumis sativus, Bidens pilosa and Amaranthus retroflexus. At this time, seed imbibition and a-amylase activities
were evaluated. In the formulation of the experiments, two different tests were carried out in order to investigate the
interaction of the fermented broth without Fusarium fujikuroi cells with the adjuvants. Firstly, preliminary tests were
carried out evaluating different concentrations of palm oil, Span® 80 and Tween® 80, Silweet L-77, Assist, Organico,
Aureo and Nimbus. From the results, the two best formulations with two best commercial adjuvants (Silweet L-77 and
Aureo) were selected and tests carried out on Bidens pilosa. The results obtained in the 1st stage of the thesis
demonstrate that the fungus Fusarium fujikuroi can be considered a good exopolysaccharides producer. The
technologies used to concentrate EPS proved to be efficient processes, with emphasis on lyophilization, followed by
membranes and evaporation. The results indicate that when EPS concentrations increase, an increase in bioherbicide
activity and a decrease in surface tension are obtained. When investigating different concentrations of palm oil, Span®
80 and Tween® 80 with different levels of Hydrophilic-Lipophilic Balance (HLB), the treatment that showed the best
result was a mixture of Tween® 80, palm oil and crude broth. Testing the different commercial adjuvants Silwet L-77
+ Tween® 80 + crude broth, these showed greater damage to the weed. In the germination of Cucumis sativus,
promising results were obtained. The evaluation in Bidens pilosa and Amaranthus retroflexus demonstrated that there
is a herbicide effect in the crude broth, for both weed species. In relation to the percentage of germination by imbibition
of the seeds, it progressively increased with the imbibition time. All concentrations of Fusarium fujikuroi broth tested
showed inhibition of seed imbibition. The effect of a-amylase activity varies with each treatment. Testing the different

commercial adjuvants, Silwet L-77 showed greater compatibility with the crude broth, leading to irreversible damage.

Keywords: Fusarium fujikuroi. Exopolysaccharides. Bioherbicide Formulations.
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CAPITULO 1 - APRESENTACAO

1.1 INTRODUCAO

As plantas daninhas representam um grande desafio para o sucesso da producdo agricola,
pois competem com as culturas por agua, luz e nutrientes, causam grandes perdas de rendimento,
aumentam os custos de producéo e reduzem a qualidade dos produtos. O manejo eficaz de plantas
daninhas é elemento chave na producdo agricola, essencial para atingir as metas de aumento de
producdo necessarias para atender as demandas alimentares da crescente populacdo global
(SARDANA et al., 2017).

Nas ultimas décadas, o controle de plantas daninhas tem sido realizado principalmente pela
aplicacdo de herbicidas sintéticos. No entanto, o uso destes comecgou a ser questionado devido a
sua toxicidade para animais, plantas, saude humana e meio ambiente (YANG et al., 2014;
MCDOUGALL, 2010). Além disso, as plantas daninhas estdo se tornando resistentes a esses
herbicidas. No Brasil até outubro do ano de 2021 foram relatados 54 casos de resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas, com destaque para as espécies Bidens pilosa, Euphorbia heterophylla,
Conyza spp., Amaranthus spp., Eleusine indica, Lollium multiflorum, Echinochloa spp. e Digitaria
insularis (WEED SCIENCE, 2021). A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é um processo
que se da pelo uso repetitivo do mesmo herbicida ou ao mecanismo de acdo o qual exerce forte
pressdo de selecdo sobre uma populacdo, onde a sobrevivéncia majoritaria dos individuos
resistentes da origem a novas populacdes com altos niveis de resisténcia. A capacidade de
sobreviver ao herbicida tem origem na variabilidade genética natural das plantas da espécie, sendo
assim, o herbicida apenas seleciona o0s biotipos mais adaptados ao ambiente agricola
(MONQUERO, 2014).

Com o objetivo de minimizar os impactos negativos provocados pela aplicacdo de
herbicidas sintéticos, diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas, visando a descoberta de novos
herbicidas seletivos, com maior ou igual eficiéncia de controle e menor risco de danos ao meio
ambiente. Neste cenario, esta incluida a utilizacdo de produtos naturais obtidos de plantas e
microrganismos (OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011; DAYAN; DUKE, 2014).

Os fungos fitopatogénicos sdo um dos grupos mais estudados em relacdo ao seu potencial

herbicida, pois detém a habilidade especifica de produzir naturalmente substancias téxicas as



14

plantas, com capacidade de penetrar nas folhas de plantas, desintegrar sua estrutura celular e induzir
a producdo de lesdes necroticas ou halo clorético, com a vantagem de ndo serem tdxicas aos
mamiferos e serem facilmente degradadas no ambiente (CHARUDATTAN, 1991).

O desenvolvimento de uma nova e eficaz formulagdo microbiana ndo significa uma simples
mistura de inertes a determinado ingrediente ativo. Aspectos como o tipo e a caracteristicas do
ingrediente ativo, caracteristicas do sistema produtivo, a compatibilidade dos componentes da
formulacdo com o patdgeno e a estabilidade deste durante 0 armazenamento, sdo imprescindiveis
para viabilizar o uso de um bioherbida em campo (MORANDI; BETTIOL, 2009). Neste sentido,
0 uso de um bioherbicida € uma alternativa promissora, econémica e ambientalmente sustentavel
e o desenvolvimento de formulagGes é importante para tornar os bioprodutos disponiveis para uso

no manejo integrado de plantas daninhas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito herbicida dos metabolitos produzidos por Fusarium fujikuroi aplicados em
pré e pds-emergéncia em plantas bioindicadoras e plantas daninhas, bem como formular um

bioproduto.

1.2.2 Objetivos especificos

v Avaliar a capacidade de producdo de exopolissacarideos por Fusarium fujikuroi;

v Concentrar os exopolissacarideos do caldo bruto produzido a partir de Fusarium fujikuroi
utilizando as técnicas de membranas, liofilizacéo e evaporacéo;

v' Avaliar a relacdo dos exopolissacarideos com a atividade herbicida do caldo bruto de
Fusarium fujikuroi;

v’ Estudar a formulacédo do caldo bruto de Fusarium fujikuroi em conjunto de adjuvantes para
a aplicacdo em plantas daninhas Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus;

v Avaliar a atividade herbicida das formulacGes no controle de plantas daninhas;

AN

Avaliar caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes;

v’ Otimizar as formulac6es para o possivel poder herbicida.
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1.3 ESTRUTURA DA TESE DE DOUTORADO

Nesta Tese de Doutorado as etapas de desenvolvimento estdo organizadas em Capitulos da
seguinte forma:

Capitulo 1: é apresentada a introducgdo, 0s objetivos e a estrutura da Tese.

Capitulo 2: apresenta-se uma breve revisao da literatura, evidenciando sobre os conceitos
fundamentais que norteiam este trabalho.

Capitulo 3: é apresentado o primeiro artigo, que teve como foco a “Producao e concentracao
de exopolissacarideos produzidos por Fusarium fujikuroi, e a sua relagdo com a atividade
herbicida”. Neste Capitulo estdo descritos a metodologia e os resultados e discussdes.

Capitulo 4: é apresentado 0 segundo artigo “Fusarium fujikuroi como agente potencial no
manejo de plantas daninhas”. Neste Capitulo estdo descritos os materiais, métodos e resultados e
discussdes para a avaliacdo herbicida produzido por metabolitos secundarios de Fusarium
fujikuroi.

Capitulo 5: neste Capitulo apresentam-se as consideracdes finais: discusséo e concluséo

geral da Tese.
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A Figura 1.1 apresenta um fluxograma organizacional do presente trabalho, com intuito de

melhorar o entendimento das etapas realizadas nesta Tese.

Figura 1.1- Fluxograma das atividades realizadas na Tese de Doutorado
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLANTAS DANINHAS

As plantas daninhas sdo conceituadas de diferentes formas ao longo dos anos. Segundo
Silva et al. (2007), em um conceito mais amplo, uma planta sé pode ser considerada daninha se
estiver, direta ou indiretamente, prejudicando determinada atividade humana, porém a maioria dos
autores as definem como plantas que crescem onde ndo sdo desejadas (RANA, 2016). Portanto
pode-se notar que qualquer planta, de qualquer espécie, pode ser considerada planta daninha se
estiver ocorrendo em um local indesejado e causando prejuizos (CARVALHO, 2013).

As plantas daninhas apresentam grande importancia econémica, pois afetam atividades de
producéo causando perda econdmica substancial (WU et al., 2017). A partir do controle inadequado
de plantas daninhas, estima-se que estas podem reduzir em média até 34% a produtividade das
culturas. Em relacdo a algumas culturas de grande interesse agricola pode-se ter perda de: trigo
23%, soja 37%, arroz 37%, milho 40%, algod&do 36% e batata 30% (OERKE, 2006). Sendo que as
perdas anuais mundiais sdo de 10 a 15% aproximadamente da producéo atingivel entre as principais
fontes alimentares (ABOUZIENA et al., 2016).

Charde et al. (2018) relata em seu estudo que as perdas de rendimento real causadas por
plantas daninhas foram elevadas, alcancando de 20 a 48% para a soja e 24 a 51% para a cultura
do amendoim. Convém ressaltar que na préatica, € muito dificil estimar a perda de rendimento para
uma unica espécie de planta daninha, portanto, estima-se de todas as presentes na area de cultivo.
Datta et al. (2017) relataram que a presenca de plantas daninhas até a fase critica da soja pode
causar reducdo de 8 a 55% no rendimento. Fahad et al., (2015) descrevem que as plantas daninhas
sdo responsaveis por mais de 48% de perda de rendimento potencial de trigo.

Na cultura do sorgo sacarino estudo realizado por Silva e colaboradores (2014) verificou
reducdo de 50% da massa de talos de sorgo quando ndo foi realizado nenhum controle sobre as
plantas daninhas. Em trabalho realizado por Forte et al. (2017), a presenca de picdo na area
cultivada de soja na proporcao de 75% reduziu a producdo de massa seca da parte area da cultura
aos 50 dias ap0s a emergéncia de 47,3 para 25,2¢. Tais autores observaram que quanto mais elevada
a proporcao da competicdo das infestantes com as cultivares, maiores foram os danos as variaveis

da cultura da soja.
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Essa perda de rendimento tem uma correlacdo direta com a competicdo das plantas daninhas
com a cultura de interesse, pois elas competem por espaco, nutrientes, agua e luz (WU et al., 2017).
Na maioria dos casos, as perdas causadas por esses produtos sdo maiores e economicamente mais
prejudiciais que insetos, fungos ou outras pragas de culturas (ABOUZIENA et al., 2016; GHARDE
et al., 2018).

Como a maioria das plantas daninhas sdo auto-semeadas, ocorre uma taxa rapida de
crescimento nos estagios iniciais de crescimento da cultura. Assim o conhecimento sobre as
caracteristicas delas é crucial para ajudar no desenvolvimento de métodos adequados para 0 seu
controle, por estudar a fase mais sensivel em seu ciclo de vida (RANA, 2016).

O controle € 0 manejo propriamente dito que ird reduzir o nimero de plantas daninhas a
fim de impedir que a interferéncia sobre as plantas cultivadas reduza a producéo econdmica, além
de prevenir o aumento no nimero de propagulos (POOLE & GILL, 1987). O principal método
utilizado atualmente no manejo das plantas daninhas no cenario agricola mundial € o controle
quimico (CARVALHO, 2013).

O uso de herbicidas tem aumentado nas ultimas décadas e ainda estd aumentando
(CHOUDHURY et al., 2016). Ao se considerar as vendas de agroguimicos por classe de produto,
em 2016, verificou-se que os fungicidas passaram a ser 0s produtos mais comercializados,
respondendo a 33% do total, uma situacdo vinculada a ferrugem da soja. Na sequéncia estdo os
herbicidas com 32%, seguidos dos inseticidas com 29% (SAMPAIO, 2018).

As aplicacdes de herbicidas sintéticos em larga escala e em longo prazo tém muitos
impactos negativos sobre o meio ambiente, a biodiversidade, 0s ecossistemas agricolas, a pesca e
a saude humana e animal (BASTIAANS et al., 2008). Consequentemente, ha uma necessidade
urgente de encontrar solu¢cbes ambientalmente amigaveis e economicamente sustentaveis para
problemas de plantas daninhas existentes e emergentes (SHEN et al., 2018).

Além das grandes culturas como soja, milho, trigo, as culturas menores que incluem
principalmente vegetais, frutas, sementes, ervas e plantas para uso medicinal e especiarias
(PANNACCI et al., 2017) também merecem atencdo quanto a utilizacdo de métodos bioldgicos de
controle de plantas daninhas. A producao sustentavel de culturas menores € vital tanto para a salude
humana quanto para as economias nacionais, uma vez que contribui para a produtividade agricola,
bem como para um suprimento alimentar diversificado e nutricional, e seguranca alimentar
(LAMICHHANE et al., 2015).
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2.1.1 Resisténcia aos herbicidas

A Sociedade Americana de Ciéncia das Plantas Daninhas (Weed Science Society of
America/WSSA) definiu resisténcia de plantas daninhas a herbicidas como a habilidade hereditéaria
que uma planta tem de se reproduzir e sobreviver, apds ser submetida a doses de herbicidas
normalmente letais para seu bidtipo (HEAP, 2016). A ocorréncia é natural, devido ao fato de as
plantas daninhas evoluirem e se adaptarem as mudancas do ambiente e ao uso das tecnologias
agricolas (ADEGAS et al., 2017).

A répida disseminacdo de plantas daninhas resistentes a herbicidas (Figura 2.1) €
resultado de trés préaticas: o uso de monoculturas, o excesso de uso de poucos mecanismos de acdo
herbicida e a negligéncia de outro metodo de controle de plantas daninhas (MORTENSEN et al.,
2012). Segundo Heap (2018), existem no mundo, 495 casos de plantas daninhas resistentes, com
255 especies (148 dicotiledoneas e 107 monocotiledoneas), 0s géneros com maior nimero de
bidtipos resistentes séo: Lolium, Echinochloa, Poa, Avena, Alopecurus, Amaranthus, Eleusine,
Conyza e Kochia.

Os primeiros casos de resisténcia a herbicidas no Brasil foram relatados em 1993,
relativos as espécies Bidens pilosa (picdo-preto) e Euphorbia heterophylla (leiteiro), resistentes a
herbicidas inibidores da enzima acetolactato-sintase — ALS (AGOSTINETTO; VARGAS, 2014;
CHRISTOFFOLET]I et al., 2016; WEED SCIENCE, 2016). Atualmente no Brasil o nimero de
relatos perfaz 48 casos de plantas daninhas, abrangendo 50 espécies resistentes, sendo que 0S
altimos registros relatados se da a ocorréncia da resisténcia de forma multipla ou cruzada em
diversas especies (CHRISTOFFOLETI et al., 2016). Na Figura 2.2 pode-se observar o aumento
em casos Unicos de plantas daninhas resistentes a herbicidas para culturas selecionadas.

Nos ultimos 10 anos, varias espécies de plantas daninhas desenvolveram resisténcia a
maultiplos herbicidas, incluindo o glifosato, o herbicida mais comumente usado em todo o0 mundo
(PANDEY et al., 2018). Em particular, a resisténcia ao glifosato (o ingrediente ativo do herbicida
Roundup®) tornou-se um sério problema global com pelo menos 41 espécies de plantas daninhas
que relataram ter desenvolvido resisténcia a este herbicida até o momento (Figura 2.3) (HEAP,
2018). Os Estados Unidos, Australia, Brasil e Canadd estdo entre os paises com maiores
quantidades de espécies de plantas daninhas resistentes ao glifosato (Figura 2.4), bem como com
maiores areas infectadas (HEAP, 2017).
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Figura 2.1-Aumento cronoldgico em casos Unicos* de plantas daninhas resistentes a herbicidas no

mundo.
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Figura 2.3-Aumento cronologico das espécies de plantas daninhas que desenvolveram resisténcia
ao glifosato em todo o mundo.
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Figura 2.4-Aumento cronologico de espécies resistentes ao glifosato para os cinco paises com o
maior niumero de espécies resistentes ao glifosato.
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Quando um individuo possui um ou mais mecanismos que conferem resisténcia a herbicidas

com mecanismo de acdo diferente chamamos de resisténcia mualtipla (CHRISTOFFOLETI e

LOPEZ-OVEJERO,

2008). No Brasil, os casos de resisténcia maultipla cresceram

significativamente nos ultimos anos como mostrado na Tabela 2.1. Convém ressaltar que 0s casos
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de resisténcia multipla documentados ndo possuem resisténcia a mais de dois mecanismos de acdo
herbicida (SANTOS et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; GONCALVES NETTO et al., 2016).

Tabela 2.1 - Espécies de plantas daninhas com resisténcia multipla a herbicidas detectadas no Brasil
ate outubro de 2018.

Espécie Ano Resisténcia Multipla a 2 Mecanismos de Acao
Euphorbia heterophylla 2004 *Inibidores da ALS (B) e da **Protox (E)
Bidens subalternans 2006 Inibidores da ALS (B) e do "FSlII (C)
Echinochloa crus-galli 2009 Inibidores da ALS (B) e dos
var. crus-galli “ Mimetizadores de Auxina (O)
Sagittaria montevidensis 2009 Inibidores da ALS (B) e do FSII (C)
Lolium perenne ssp. Multiflorum | 2010 *Inibidores da ACCase (A) e da *EPSPs (G)
Conyza sumatrensis 2011 Inibidores da ALS (B) e da EPSPs (G)
Amaranthus retroflexus 2011 Inibidores da ALS (B) e do FSII (C)
Amaranthus viridis 2011 Inibidores da ALS (B), e do FSII (C)
Amaranthus palmeri 2016 Inibidores da EPSPs (G) e da ALS (B)
Bidens pilosa 2016 Inibidores da ALS (B/2)
Inibidores do FSII (C)
Lolium perenne ssp.multiflorum | 2016 Inibidores da ACCase (A) e Inibidores da ALS (B)
Lolium perenne ssp.multiflorum | 2017 Inibidores da ALS (B) e Inibidores da EPSPs
Conyza sumatrensis 2017 Inibidores da ALS e Inibidores da EPSPs (G)

*ALS: Enzima acetolactato sintase; **Protox: Enzima protoporfirinogéno oxidase; “FSII: Herbicidas que blogueiam o
fluxo de elétrons; “Mimetizadores de auxina: herbicidas que causam descontrole da divisdo e do crescimento das
células vegetais, um dos hormonios vegetais reguladores de crescimento; #*ACCase: enzima acetil coenzima A
carboxilase; *EPSPs: Enzima 5-enolpiruvilchiquimato — 3 — fosfato sintase.

Fonte: (HEAP, 2018).

Diferentemente da resisténcia multipla, a resisténcia cruzada ocorre quando biotipos de
plantas daninhas sdo resistentes a dois ou mais herbicidas pertencentes a um mesmo mecanismo de
acdo, de grupos quimicos diferentes. A Tabela 2.2 apresenta exemplos de resisténcia cruzada
relatados no Brasil, com destaque para o Amaranthus palmeri resistente ao chlorimuron-ethyl
(sulfoniluréia), imazethapyr (imidazolinona) e cloransulan-methyl (triazolopirimidina)
(FRANCISCHINI et al., 2014; GONCALVES NETTO et al., 2016).


http://www.weedscience.org/Details/Case.aspx?ResistID=14053
http://www.weedscience.org/Details/Case.aspx?ResistID=15057
http://www.weedscience.org/Details/Case.aspx?ResistID=15063
http://www.weedscience.org/Details/Case.aspx?ResistID=17102
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Tabela 2.2- Espécies de plantas daninhas com resisténcia cruzada a herbicidas detectadas no Brasil
ate outubro de 2018.

Espécie Ano Mecanismo de Agéo
Bidens pilosa 1993 Inibidores da ALS (B)
Euphorbia heterophylla 1993 Inibidores da ALS (B)
Bidens subalternans 1996 Inibidores da ALS (B)
Urochloa plantaginea 1997 Inibidores da ALS (B)
Sagittaria montevidensis 1999 Inibidores da ALS (B)
Sagittaria montevidensis 1999 Inibidores da ALS (B)
Cyperus difformis 2000 Inibidores da ALS (B)
Raphanus sativus 2001 Inibidores da ALS (B)
Digitaria ciliaris 2002 Inibidores da ACCase (A)
Eleusine indica 2003 Inibidores da ACCase (A)
Parthenium hysterophorus 2004 Inibidores da ALS (B)
Oryza sativa var. sylvatica 2006 Inibidores da ALS (B)
Amaranthus retroflexus 2012 Inibidores da ALS (B)
Raphanus raphanistrum 2013 Inibidores da ALS (B)
Ageratum conyzoides 2013 Inibidores da ALS (B)
Cyperus iria 2014 Inibidores da ALS (B)
Amaranthus palmeri 2016 Inibidores da ALS (B)
Digitaria insularis 2016 Inibidores da ACCase (A)
Conyza sumatrensis 2017 Inibidores da PPO (E/ 14)

Fonte: (HEAP, 2018).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas causa preocupacdo, pois hd um aumento
acelerado de resisténcia. Segundo Silva (2012) este fato é ainda mais inquietante quando as
alternativas de herbicidas disponiveis para 0 manejo de bibtipos resistentes sdo limitadas. Assim,
h& uma necessidade urgente de desenvolver novas ferramentas, que possam ser implantadas para
gerenciar as plantas daninhas de maneira efetiva.

A medida que o nimero de bi6tipos resistentes a herbicidas aumenta, o desenvolvimento
de novos modos de acdo diminui (STREK, 2014). A partir disso, aumenta a necessidade de se

utilizar todas as opcbes de manejo de plantas daninhas disponiveis, tais como culturais,


http://www.weedscience.org/Details/Case.aspx?ResistID=17099

24

fisicas/mecénicas, bioldgicas e de prevencdo em conjunto com produtos herbicidas de origem
natural (KORRES, 2018). Assim se os problemas de plantas daninhas resistentes a herbicidas
forem abordados apenas com herbicidas, a evolugédo das resisténcias a herbicidas provavelmente
prevalecerd (MORTENSEN et al., 2012).

2.1.2 Controle bioldgico de plantas daninhas

O controle biolégico como um termo geral refere-se a introdugdo de organismos num
ecossistema, com a intencdo de controlar uma ou mais espécies indesejaveis (CHARUDATTAN,
2001; BAILEY et al., 2011). De acordo com a Weed Science Society of America, o controle
biolégico de plantas daninhas ¢ amplamente definido como “o uso de um agente, um complexo de
agentes ou processos biologicos para provocar a supressao de plantas daninhas (BAJWA et al.,
2014). Segundo Guetsky et al. (2002) é uma medida ndo quimica de contensao de um fitopatdgeno,
ressaltando que os mecanismos pelos quais o controle biolégico atua incluem a inducdo de
resisténcia da planta, a competi¢do por nutrientes e a producdo de metabdlitos secundarios. Para
Araujo et al. (2002) esse tipo de controle utiliza a propriedade dos endofitos em penetrar na planta
e se disseminarem, assim como os fitopatdégenos.

O controle bioldgico é tido atualmente como uma das alternativas mais utilizadas pela
agricultura moderna, também chamada de agricultura sustentavel ou alternativa. Esta opcdo de
controle permite a reducéo no uso de agroquimicos, de modo a minimizar os danos ja causados e
evitar futuros danos ao meio ambiente (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000). Segundo Galon et al.
(2016) do ponto de vista sustentavel e ecologico, o controle biolégico é provavelmente o método
mais desejavel para controle de plantas daninhas.

Os agentes de controle biolégico podem ser categorizados em quatro grupos:
macrorganismos (predadores, insetos parasitoides, nematoides), microrganismos (bactérias,
fungos, virus), mediadores quimicos (feromdnios) e substancias naturais (originado de planta ou
animal) (VILLAVERDE et al., 2014). Dentro do contexto de controle das plantas daninhas, este
campo de estudo tem sido cada vez mais focado em fungos (DIAZ et al., 2014), pois diversas
espécies possuem a capacidade de produzir uma grande variedade de metabolitos secundarios com
expressiva atividade biologica (HINZ et al., 2014; VILLAVERDE et al., 2014).
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2.2 BIOHERBICIDAS

Nas ultimas décadas, as pesquisas para 0 manejo de plantas daninhas tém-se centrado sobre
a forma de reduzir a dependéncia de herbicidas sintéticos em sistemas de cultivo, combinando
varias técnicas de manejo (CHIKOWO et al.,, 2009). Neste contexto e diante dos problemas
causados pelo uso de agrotdxicos se d& a necessidade de buscar a sustentabilidade dos
agroecossistemas, assim a descoberta dos bioherbicidas pode ser uma interessante ferramenta
(GALON et al., 2016).

Bioherbicidas sdo produtos que se originam naturalmente de organismos vivos ou de
seus metabolitos naturais que sdo usados para controlar populacdes de plantas daninhas sem
degradar o meio ambiente (HOAGLAND et al., 2007, BAILEY, 2014). Os bioherbicidas séo
categorizados como especificos para o hospedeiro e ndo especificos para o controle de plantas
daninhas (RADHAKRISHNAN et al., 2018). Ressalva-se que a especificidade do alvo e a
rapida degradacdo ambiental dos produtos do bioherbicida garantem mais atencdo ao
desenvolvimento de produtos comerciais que sao alternativas aos herbicidas quimicos (CORDEAU
et al., 2016).

As origens bioldgicas da maioria dos bioherbicidas sdo microbianas (bactérias, fungos,
virus e nematoides), porém extratos ou compostos isolados de plantas também sdo utilizados
(BAILEY, 2014; RANA, 2016). Os bioherbicidas podem ser usados diretamente e tém sido
utilizados como modelo para o desenvolvimento de varios herbicidas bem-sucedidos (glufosinato
de amdnia e herbicidas de trietona) que introduziram novos mecanismos de acdo, que sdo muito
necessarios para superar a resisténcia adquirida aos herbicidas sintéticos na producéo agricola (WU
et al.,2017). Sdo considerados um tipo de controle bioldgico inundativo, significando que 0s
métodos de aplicacéo e situacdes de uso sdo muito semelhantes aos dos herbicidas convencionais
(BAILEY, 2014). Uma das grandes vantagens dos bioherbicidas é quanto a questao ambiental, pois
0 residuo ambiental dos bioherbicidas registrados é geralmente curto, resultando em menor
exposic¢do e reducdo do risco de poluicdo ambiental.

Os bioherbicidas inibem a germinacdo e o crescimento de plantas daninhas, no entanto,
poucos estudos sao realizados em termos de fisiologia de plantas daninhas. O efeito dos herbicidas

estd ilustrado na Figura 2.5, onde os metabdlitos sdo absorvidos pelas sementes das plantas
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daninhas, o que inicia danos & membrana celular, DNA, mitose, atividade da amilase e

outros processos bioquimicos e atrasa ou inibe a germinagdo das sementes.

Figura 2.5-Efeito dos bioherbicidas no controle de plantas daninhas.

\c\(“1
‘,\a\\t as

Bioher b
b ase

Rog.

toy;, ingg
he S, /
g
on;, 1
dy fos |

c

u(“( \ |
s

« '/
//
s
| ol 4‘:"\&
Atividade da cstruturd €€ /

s, £ s 0“‘“
Fonte: Adaptado de Radhakrishnan et al. (2018).

O crescimento de plantas daninhas também é retardado devido as baixas taxas de divisao
de células, absorcdo de nutrientes, sintese de pigmentos fotossintéticos e sintese de horménio de
crescimento vegetal, enquanto a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e horménios
mediados por estresse aumentam. Alguns dos metabdlitos causam doencas, necrose e clorose, que
inibem a germinacdo e o crescimento de sementes das plantas daninhas, suprimindo as atividades
de fotossintese e aumentando as EROs, o acido abscisico e o etileno (RADHAKRISHNAN et al.,
2018).

Os bioherbicidas foram introduzidos pela primeira vez nos mercados comerciais em 1980
nos EUA, Canadd, Ucrania e Europa, sendo estes 0s Unicos usuarios que utilizam os bioherbicidas
(CHARUDATTAN, 2001; BAILEY 2014; CORDEAU et al., 2016). Embora o nimero total de
biopesticidas registrados em todo 0 mundo esteja aumentando, os bioherbicidas constituam sendo
a menor fracdo desses produtos utilizados no controle de pragas (ASH, 2010; BAILEY et al., 2010;

GLARE et al., 2012). Apesar de varios microrganismos e produtos vegetais terem sido testados em
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laboratorio e com sucesso a campo, apenas alguns (9 fungos, 3 bactérias e 1 extrato vegetal) estdo
comercialmente disponiveis nos mercados atuais (CORDEAU et al., 2016) (Tabela 2.3).

Poucos bioherbicidas tém alcangado o sucesso comercial a longo prazo, em parte devido a
um desempenho inconsistente em condi¢fes de campo. Pesquisa, desenvolvimento e regulagao sao
necessarios para melhorar o nimero de solugdes eficazes no mercado mundial. O desenvolvimento
e ampliacdo do uso de bioherbicidas é um passo importante para a sustentabilidade da agricultura
(CORDEAU et al., 2016).

Como descrito anteriormente o uso prolongado de herbicidas quimicos gera populacdes de
plantas daninhas resistentes a herbicidas, mas a associagdo microbiana limita a resisténcia e
controla diferentes espécies de plantas daninhas (OMER et al., 2010). Alguns géneros de fungos
como: Alternaria, Chondrostereum,  Colletorichum, Curvularia, Diaporthe, Drechslera,
Fusarium, Myrothecium, Phoma, Phomopsis, Sclerotinia, Trichoderma, Verticillium foram
registrados como agentes bioherbicidas que inibem a germinacdo de sementes e o crescimento de
plantas daninhas (Tabela 2.4) (RADHAKRISHNAN et al., 2018).

Inimeros trabalhos também comprovaram a acdo herbicida dos filtrados de cultura de
fungos, sem a presenca de organismo vivo. Neste sentido, estudos apontam que a producéo de
herbicidas por rotas biologicas, através de processos fermentativos utilizando fungos € muito
promissor para a producdo de metabdlitos fitotoxicos (KLAIC, 2014; PES et al., 2016; SOUZA et
al., 2015; BRUN et al., 2016; SOUZA et al., 2017; BASTOS et al., 2017; TODERO et al., 2018
DANEIL Jr. et al., 2018).
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Pais/Ano Produto Ingrediente Ativo Erva daninha alvo Cultura alvo Comercializagdo
Bioherbicida
EUA/1981 Devine Phytophthora palmivora Morrenia odorata Citros Ndo esta disponivel
desde 2006
EUA/1982 Collego Colletotrichum  gloeosporioides  f. | Aeschynomene Arroz N&o encontrado
Sp. aeschynomene virginica Soja
Canadd1992 BioMal Colletotrichum gloeosporioides Malva pusilla Trigo, Lentilha Linho | N&o encontrado
EUA/2002 Woad Warrior Puccinia thlaspeos C. Shub Isatis tinctoria N4o esté disponivel
Canada 2004 Myco-tech Chondrostereum purpureum Prunus Serotine Solos arenoso, | Nao esta disponivel
USA 2004 Populus euramericana | florestas de coniferas
Canada 2004 Chontrol Chondrostereum purpureum Prunus Serotine Solos arenosos, | Disponivel no EUA e no
EUA 2005 Populus euramericana | florestas de coniferas | Canada
EUA 2005 Smolder Alternaria destruens (Cuscuta spp) Alfafa, cenoura, | Comercializado em
amora, pimenta doce, | forma de  granulos
tomate, berinjela solidos
Sarritor Sclerotinia minor (Taraxacum spp.) Controla as | Comercializado
Canada 2009 dicotiledbneas
Canada/ EUA | Phoma Phoma macrostoma N&o encontrado Dicotiledonea em | Néo encontrado
campos de golfe,
agricultura
2012 Opportune Relvado Vias de registro
Japéo Camperico Xanthomonas campestris Poa annua N&o encontrado Venda ndo lancada
Canada /2010 | Organo-Sol -Lactobacillus casei, -Trifolium repens; Comercializado
Kona (nome | -Lactobacillus rhamnosus, -Lotus corniculatus;
comercial) -Lactobacillus lactis ssp. -Medicago lupulina
2015 Beloukha Derivado do 6leo de colza N&o encontrado Jardinagem Autorizacdo para
2016/2017 mercado
europeu e em seguida
Japéo
Nao Katoun Derivado do éleo de colza — dados | Dessecante natural | Caminhos de parque, | Serd  comercializado
encontrado Syngenta pos-emergéncia de | jardins publicos. pela Syngenta

ervas daninhas

Fonte: Adaptado CORDEAU et al. (2016).
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Tabela 2.4- Efeito de bioherbicidas fungicos na fisiologia das plantas daninhas

Microrganismos

Estimulante de
bioherbicida

Modo de acdo em plantas
daninhas

Referéncias

Alternaria alternata

Esporo e cultura

Doenca da ferrugem e inibir
a germinacéo de sementes

Masangkay et al. (1999) e
Motlagh (2012)

Aumentar a mortalidade do

Alternaria cassiae Esporo crescimento de plantas Pitelli e Amorim (2003)
daninhas e causar doencas
Alternaria crassa Esporo Controlar 0 crescimento de Stewart-Wade et al. (1998)
plantas daninhas
Alternaria destruens | Esporo Causar doenga}s e danificar Cook et al. (2009)
as plantas daninhas
Ascochyta caulina (P. Esporo Inibir o crescimento e Netland et al. (2001)

Karst)

induzir a doenca

Cercospora piaropi

Esporo e cultura
(cercosporina e

Inibir o crescimento, induzir
a doenca

Moran (2005) e Tessmann
et al. (2008)

beticolina)
Chondrostereum Esporo Reduzir o crescimento de Bourdot et al. (2006)
purpureum brotos
Coccodes de Induzir doenca e atividade
Colletorichum (Wallr.) Esporo POD Ahn etal. (2005)
Alta taxa de mortalidade,
reducdo do peso seco e
reducédo do crescimento de
Colletotrichum Esporo plantas, lesdes de Boyette et al. (2010) e
gloeosporioides P antracnose no caule, Bowling et al. (2010)
alteragBes de
polissacarideos na parede
celular
Colletotrichum Esporo Reduzir a biomassa de Mitche . n
graminicola P plantas daninhas continuacao
Colletotrichum Esporo Alta tgxa de mortalidade e Boyette e Hoagland (2010)
truncatum reducdo do peso seco
Inibir a germinacdo de
Curvularia sementes, biomassa,
L i clorofila, fotofosforilacdo, | Zhu e Qiang (2004) e Jiang
eragrostlczig(;%olate QZ- | Esporo e cultura Mg 2* ATPase, mitose das | et al. (2008)

pontas das raizes, aumento
da necrose, mortalidade

Diaporthe sp. Esporo Inducdo de doenga Souza et al. (2017)
. Aumentar a doenga e a
Drechslera gigantea | Esporo mortalidade Peng e Boyetchko (2006)
Inibir a germinacdo de
Fusarium equiseti Esporo sementes e inducéo de Motlagh (2011)

doengas
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Microrganismos

Estimulante de

Modo de acdo em plantas

Referéncias

bioherbicida daninhas
Inducéo de doencas,
necrose, pr o_dugao de_ ~ | Thomas et al. (1999),
. etileno, inibir a germinagéo .
Fusarium oxysporum | Esporo de sementes e infectar Jennings et al., 2000 e Ray
. e Vijayachandran (2013)

testiculos de sementes e
endospermas

Fusarium tumidum Esporo Induzir a doenca e reduzir o | Morin et al. (2000) e

crescimento de brotos

Bourdot et al. (2006)

Myrothecium roridum

Esporos ¢ cultura (f —
1,4-exoglucanase,  —
1,4-endoglucanase,
glucosidase, xilanase e
pectinase)

Inibir a germinagdo, o
crescimento e a doenca das
sementes

Lee et al. (2008) e
Piyaboon et al. (2016)

Inibir o crescimento de

Weaver et al. (2009) e

Myrothecium verrucaria | Esporo ervas .danlnhas, clorofila e Hoagland et al. (2013)
induzir a doenca
Mortalidade, inducéo de
Phoma commelinicola | Esporo doencas e reducdo do peso | Boyette et al. (2015)

Seco

Phoma Herbarum

Esporo e cultura

Inibir o crescimento de
plantas daninhas

Schnick e Boland (2004)
e Vikrant et al. (2006)

Phoma macrostoma

Esporo

Iniba o crescimento de
plantas daninhas e perturbe
as células da raiz

Bailey et al. (2011)

Phoma macrostoma

Esporo e cultura

Inibir o crescimento,
clorose, fotossintese,
biossintese de carotendides

Hubbard et al. (2015)

Phomopsis

Inibir o crescimento de
plantas daninhas, aumentar

Ortiz-Ribbing e Williams

amaranthicola Esporo a taxa de doencas e (2006)
mortalidade
Inibir o crescimento de
Convolvulus de plantas daninhas, aumentar
Phomopsis Esporo a taxa de doencas e Vogelgsang et al. (1998)
mortalidade
Sclerotinia menor Esporo Inibir o crescimento de Abu-Dieyeh et al. (2010)
plantas daninhas
Trichoderma virens | Esporo Inibir o cre§0|mento de Heraux et al. (2005)
plantas daninhas
Inducdo de doengas e
Verticillium dahliae | Esporo reducdo do crescimento de | Skipp et al. (2013)

plantas daninhas

Fonte: Radhakrishnan et al. (2018).
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2.2.1 Metabdlitos secundarios produzidos por fungos

Os processos biotecnolégicos exploram o metabolismo fingico como potenciais
produtores de metabdlitos primarios e secundarios (GENG et al., 2014). Os nutrientes do meio
onde 0s microrganismos se encontram, sdo assimilados nos processos de biossintese, gerando
0s metabdlitos primarios e secundarios (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

Os fungos possuem como caracteristica a capacidade de biossintetizar uma diversidade
de compostos naturais (SIDDIQUE, 2012; KLAIC, 2014). De acordo com Keller et al., (2005)
mais de 30.000 compostos produzidos pelo metabolismo secundéario dos fungos sdo conhecidos,
e estes sdo considerados pelos pesquisadores como fontes de novos farmacos e agroquimicos
(VINING, 1990; TREMACOLDI; FILHO, 2006). Ressalva-se que alguns tém importancia para
os humanos como a penicilina, cefalosporina, alcaloides, griseofulvina, lovastatina, taxol,
zeranol, imunossupressores e micotoxinas, outros ja sdo produtores de biossurfactantes e
exopolissacarideos (WARD, 2012).

Os metabdlitos produzidos por fungos que demonstram propriedades toxicas em
animais sdo denominados de micotoxinas, enquanto aqueles que demonstram propriedades
toxicas em plantas sdo chamados fitotoxinas. Convém ressaltar que devido a estas fitotoxinas é
possivel explorar o poder dos bioherbicidas (KLAIC, 2014). Na natureza encontram-se diversos
fungos que detém habilidade de produzir substancias fitotoxicas como Alternaria, Fusarium,

Colletotrichum e Phoma com diferentes modos de acédo (LI et al., 2003).

2.2.1.1 Fusarium fujikuroi

O género Fusarium (anamorfo) e Giberella (telemorfo) pertencente ao filo Ascomycota,
familia Nectriaceae, e pode ser encontrado no solo, no ar e nos vegetais, incluindo os alimentos
“in natura”, com aproximadamente 775 espécies e subespécies descritas (MACIEL, 2012).
Com ampla distribuicdo geogréafica, sdo encontradas espécies cosmopolitas e outras com
ocorréncia restrita em determinados ambientes. Ha predominio nas regides tropicais e
subtropicais ou em condi¢des de clima frio das regides temperadas, embora algumas espécies
tenham uma intima associacdo com o0s seus hospedeiros, como endofiticos (PRADEEP et al.,
2015).

Como mencionado anteriormente os fungos sdo conhecidos por seu potencial em
produzir uma grande variedade de metabolitos bioativos e alguns para aplicacdes agricolas

(MARINHO et al., 2017). Em relagdo ao Fusarium fujikuroi, trata-se de um fungo que tem a
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capacidade de produzir metabdlitos com acdo fitotoxica (STIPANOVIC et al., 2017; UKALE
et al., 2016) como &cido fusarico, &cido indol acético, acido 2-(4-butilpicolinamida) acético e
terpestacina  (HILARIO et al., 2017), entre outros, como policetideos e peptideos
ndo ribossomicos (ARNDT et al., 2017).

O género Fusarium sp. € 0 segundo género mais citado em estudos relacionados a
producdo de bioherbicidas (DANIEL Jr. et al., 2018). Pearson et al. (2016) avaliaram a
atividade herbicida de diferentes fungos do género Fusarium (Fusarium avenaceum, Fusarium
acuminatum, Fusarium redolens, Fusarium culmorum, Fusarium cerealis e Fusarium solani)
em diferentes espécies de gramineas. Os autores obtiveram resultados promissores ao
usar Fusarium Avenaceum e Fusarium acuminatum. Da mesma forma Aybeke (2017) relatou
efeitos  toxicos  do Fusarium  oxysporumem umaplanta  daninha  parasitaria
de raiz (Orobanche spp.).

Li et al. (2014) relataram que o extrato de acetato de etila do caldo de fermentacéo
de Fusarium proliferatum proporcionou atividade fitotoxica seletiva contra o crescimento da
radicula de Amaranthus retroflexus L.. Mais recentemente, Daniel Jr. et al. (2018) reportaram
que os metabodlitos de Fusarium fujikuroi produzidos a partir da fermentacdo submersa
apresentaram 20% e 25% de fitotoxidade contra Cucumis sativus e Sorghum bicolor,

respectivamente, sendo que a altura das plantas e o comprimento das raizes foram reduzidos.

2.2.1.2 Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos (EPSs) sdo polimeros de carboidratos com alto peso molecular
secretados extracelularmente por muitos microrganismos (GORSKA et al.,, 2017). Sio
conhecidos por suas propriedades espessantes, geleificantes e emulsificantes exibindo um
amplo espectro de aplicacbes nas industrias farmacéutica, biomédica e alimenticia
(NICOLAUS et al., 2010; ADEBAYO-TAYO et al., 2018). Os EPSs estdo principalmente
associados a aplicacdes de alto valor, e eles receberam consideravel atencdo de pesquisa nas
Gltimas décadas com sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e compatibilidade ambiental
e humana (ATES, 2015), porém devem ter um espectro mais amplo de atividade em varios
campos da biotecnologia, medicina, protecdo ambiental e principalmente na agricultura.

Eles sdo derivados de uma ampla variedade de fontes: bacterianas, fungicas, algas e
plantas (LEUNG et al., 2006). Dentre os microrganismos produtores de EPS, as bactérias séo

aquelas que tém a via biossintética mais bem estabelecida e estudada. Os EPS produzidos pelos
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fungos tém sido reconhecidos como biomacromoléculas de alto valor nas ultimas duas décadas
(MAHAPATRA et al., 2013).

Tanto fungos patogénicos quanto ndo patogénicos podem ser explorados para a
obtencdo de metabdlitos naturalmente produzidos, como os polissacarideos, e que possam ser
aproveitados para aplicacdo em diferentes areas industriais (CHAPLA et al., 2013; SELIM et
al., 2012). Os estudos sobre producdo de EPS fungicos tém se diversificado, incluindo os
endofiticos, principalmente pela capacidade de sintese e secrecdo de metabdlitos com acgdes
bioldgicas especificas que estes microrganismos apresentam (CHAPLA; BIASETTO;
ARAUJO, 2013; SELIM et al., 2012). Esta sintese pode ser explicada devido a intensa atividade
metabdlica dos endofiticos, causada pela necessidade de adaptacdo ao hospedeiro,
especialmente devido aos mecanismos de defesa que estes Ultimos apresentam
(SURYANARAYANAN et al., 2009).

A producéo de EPS é amplamente distribuida entre fungos, incluindo diversos géneros
(Tabela 2.5) (FREITAS et al., 2017). Muitos fungos secretam EPS com propriedades bioativas
que incluem antioxidantes, antitumorais, imunoestimulantes e antimicrobianas (OSINSKA.-
JAROSZUK et al., 2015). De acordo com relatos recentes, fungos endofiticos sintetizam EPS
que estdo envolvidos em interacBes planta-enddfito e tais biopolimeros sdo caracterizados por
novas estruturas exibindo atividade biolégica (LIU et al., 2017). Exemplos incluem
0 galactomanano produzido por Aspergillus sp. Y16, que foi relatado ter atividade antioxidante
(CHEN et al., 2011), os B-glucanos produzidos por Diaporthe sp. estirpes JF766998 e
JF767007 que possuem atividade antitumoral (ORLANDELLI et al., 2017), e o ramnogalactano
produzido por Fusarium solani SD5 que exibiu atividade anti-inflamatoria e anti-alérgica in
vitro (MAHAPATRA; BANERJEE, 2012).

N&o ha condicdes gerais de cultivo adequadas para todos 0s microrganismos produtores
de EPSs que garantam altas produtividades e rendimentos. Dependendo da espécie e das
condic@es de cultivo, a producdo de EPS por bactérias pode variar entre 0,29 e 100 g/L, em
processos que levam de 0,5 a 7 dias. Os fungos geralmente tém um tempo de cultivo mais longo
do que as bactérias, o que, em alguns casos, se traduz em menores produtividades. Esses
bioprocessos estdo em grande parte ainda em desenvolvimento e o interesse em sua otimizacao

é suportado pelas valiosas propriedades funcionais dos EPS (FREITAS et al., 2017).
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Tabela 2.5- Producéo de EPS por fungos.

Microrganismo EPS (g/L) Referéncias
Sclerotium rolfsii 12,80 Taskin et al. (2010)
Fusarium solani 2,27 Mahapatra et al. (2013)

23,10-31,42 Ozcan et al. (2014)

39,20 Wang et al. (2014)
Aureobasidium pullulans 39,80 Wang et al. (2015)

22,20 Wu et al. (2012)
Auricularia auricula 7,50
Fusarium oxysporum 0.60 Osinska-Jaroszuk et al. (2015)
Ganoderma lucidum 8,10 Mohtar et al. (2016)
Pestalotiopsis sp. 4,32 Mahapatra et al. (2016)
Antrodia Camphorata 0,47 Mmanywa et al. (2017)

Fonte: O Autor.
2.3 PRODUCAO E CONCENTRACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

2.3.1 Fermentacdo Submersa

Os processos submersos sdo aqueles em gue 0 microrganismo, ou mesmo outras celulas,
desenvolvem-se em meio de cultura com excesso de agua sob agitacdo (SINHA; SINHA, 2009).
Nos processos com fungos as condi¢cdes usadas mais frequentemente sdo um tempo de
fermentacdo de 5 a 12 dias, com uma temperatura em torno de 24-35 °C e agitacdo de 50-150
rpm (KLAIC, 2014) e um fator importante na fermentacdo é o meio de cultura, podendo utilizar-
se 0 meio industrial, bem como um meio sintético (ZHANG et al., 2012; SINGHANIA, 2010).

A fermentacdo submersa tem sido preferida porque é facil para aumento de escala e
controle, sendo um processo bem estabelecido industrialmente (ASH, 2010; BRUN et al., 2016;
SALLET et al., 2017). E um método alternativo viavel, rapido e eficiente para produzir micélio
e alguns metabdlitos valiosos, incluindo os EPS (CHEN et al., 2019) e os bioherbicidas. Porém
geralmente as concentracdes de fitotoxinas de fungos em meios de cultura sdo baixas, uma vez
que o metabélito produzido se encontra diluido em um grande volume reacional (VAREJAO,

2013). Neste sentido, a etapa de purificacdo e concentracdo das moléculas muitas vezes se torna
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indispensavel para garantir a eficacia do produto como bioherbicida (TODERO et al., 2018a) e

aumentar a concentracdo de exopolissacarideos.

2.3.2 Membranas

Diversas operacgBes unitarias podem ser utilizadas para a separagdo, purificacdo e
concentracdo de biomoléculas do caldo de fermentacdo (BASTRZYK et al., 2015). Dentre elas,
a filtracdo por membranas tem sido amplamente utilizada na separacdo de varios bioprodutos
do caldo bruto (SO’AIB et al., 2013; PACHECO-RUIZ et al., 2017). O processo de separagdo
por membranas é basicamente um processo de transferéncia de massa, onde a alimentagdo é
constituida por uma mistura de dois ou mais componentes que € parcialmente separada através
de uma barreira semipermeavel (membrana) em duas fracdes denominadas permeado e retido
(Figura 2.6) (PESSOA JUNIOR e KILIKIAN, 2005; SEADER et al., 2010).

A separacdo de biomoléculas por membranas de baixa pressdo € um fendmeno
complexo governado por trés mecanismos principais: exclusao por tamanho, repulséo/atragdo
eletrostéatica e interagcdes hidrofobicas/hidrofilicas, onde a exclusdo do tamanho dos poros é o
mecanismo mais importante. As moléculas menores que o tamanho dos poros passam, enquanto
as maiores que o tamanho dos poros sédo retidas (CARNIEL etal., 2017; ABDELRASOUL et al.,
2017; BORTOLUZZI et al., 2017).

Figura 2.6- Esquema de um processo de separacdo com membrana

; x . ‘A .
Y A" A . i
Alimentagdo | , ) re Retido

l Permeado

Fonte: Adaptado de Harbert; Borges e Ndbrega, 2006

A membrana é caracterizada como uma barreira seletiva, aumentando a concentracao
de certos componentes da alimentacdo e diminuindo a de outros (HELDMAN e LUND, 2007;
GERKE, 2016). As membranas podem ser classificadas do ponto de vista morfolégico como

densas ou porosas e quanto a sua estrutura como simétrica ou assimétrica, considerando sua
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estrutura interna (CHERYAN, 1998). A membrana é denominada porosa quando o transporte
dela ocorre devido a diferenga de tamanho entre as particulas e os poros da membrana. J& as
membranas densas ndo possuem poros e, 0 transporte dos componentes envolve a sorgéo e a
difusdo através do material que constitui a membrana (BAKER, 2012).

Nos processos com membranas, duas configuracbes de escoamento podem ser
utilizadas: o escoamento de modo tangencial (cross flow filtration) ou o escoamento de modo
convencional ou perpendicular (dead end filtration), ou seja, sem escoamento da alimentacao
(MULDER, 1996). No modo tangencial, a solucdo de alimentagdo escoa em paralelo a
superficie da membrana, enquanto o permeado € transportado transversalmente a membrana. A
alimentacéo escoa ao longo da superficie da membrana, gerando o acumulo de apenas parte das
particulas retidas. A polarizacdo por concentragdo continua presente, mas é possivel minimizar
seu efeito, em particular, alternando a velocidade de escoamento da corrente de alimentacéo
(HABER et al., 2006).

Quanto aos diferentes tipos de processos de separacdo por membrana, pode-se
classifica-los como processos de microfiltracdo, ultrafiltracdo, nanofiltragdo, osmose inversa,
pervaporacgdo, permeacdo de gases e didlise. Um esquema dos processos de separagcdo com suas
caracteristicas de aplicacédo é descrito na Tabela 2.6 (HABERT et al., 2006; BAKER, 1991;
BAKER, 2012).

Tabela 2.6- Classificagdo dos processos classicos de separacdo

Processo Escala de separacéo Aplicacdes
Microfiltracdo 0,1 a10 pm Esterilizacdo bacteriana; Concentracdo de
células/moléculas
Ultrafiltracdo 0,01 20,1 um Concentracgdo de proteinas.
Nanofiltragdo I nma 0,01 pm Purificacdo de enzimas; Biorreatores a
membrana
Osmose Inversa <5nm Concentragdo de suco de frutas.
Pervaporagéo <1lnm Desidratagdo de alcoois.
Permeacdo de Gases <1lnm Recuperagdo de hidrogénio.
Dialise <5nm Hemodialise; Rim artificial.

Fonte: Adaptado de BAKER (2012) e HABERT et al., (2006).

O processo de microfiltracdo utiliza membranas porosas com poros na faixa entre 0,1 e
10 um (100 e 10.000 nm), promovendo a separacgdo de particulas de diferentes tamanhos através
da aplicacdo de um gradiente de pressao relativamente baixo, dificilmente passando de 3 bar,
caracterizando-se como o processo de separacdo por membranas mais parecido com o processo
convencional de filtragdo (BALDASSO, 2008; HABERT et al., 2006; GARCIA et al., 2013).
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A ultrafiltracdo € um processo geralmente utilizado para retencdo de macromoléculas e
coloides presentes em solucdo e pode ser considerado como um processo intermediario entre
0s processos de microfiltracdo e nanofiltragdo (MULDER, 1996). As membranas de
ultrafiltracdo apresentam poros na faixa entre 1 e 100 nm, portanto mais fechadas do que as
membranas de Microfiltragdo. Como os poros das membranas de UF s&o menores, uma forga
motriz maior € necessaria para obter fluxos permeados elevados o suficiente para que o processo
possa ser utilizado industrialmente. Por este motivo as diferencas de pressdo através da
membrana variam na faixa de 2 a 10 bar (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

H& um grande campo de aplicagcdes envolvendo os processos de utilizacdo e separacao
por membranas, tanto nas inddstrias farmacéuticas, quimicas, como nas industrias
agroalimentares: desde a potabilidade da &dgua a partir da 4gua do mar, até o fracionamento,
concentracdo e purificacdo de solugdes moleculares (BRANS et al., 2004). Os resultados
alcancados nas pesquisas com 0 processo de separagdo por membranas permitem vislumbrar
um futuro bastante promissor para essa tecnologia, deixando de serem apenas técnicas

laboratoriais para serem utilizadas industrialmente (MOURA, 2002).

2.3.3 Liofilizacé@o e Evaporacao

A liofilizacédo e evaporacao sdo métodos para reduzir o volume da amostra, no entanto,
cada método envolve um processo diferente e afeta as amostras de diferentes maneiras. A forca
principal que impulsiona a mudanca de fase € a energia térmica (WILLIAMS, 2016).

O processo de liofilizagdo consiste em um processo que ocorre por meio da sublimacgéo
da parte congelada a temperaturas baixas e sob vacuo (VIEIRA et al., 2012). Essa tecnologia
foi desenvolvida para superar as perdas de compostos, 0s quais Sd0 muito suscetiveis as
modalidades de processamento que empregam temperaturas elevadas, como a secagem
convencional (IBARZ e BARBOSA-CANOVAS, 1999). O material, previamente congelado,
é desidratado por sublimacdo, utilizando-se baixas temperaturas a pressdes reduzidas. A
liofilizacdo é o método de primeira escolha para produtos termolabeis (CARPENTER et. al.,
1999).

A evaporacdo é baseada na transferéncia de calor entre o vapor de condensacdo como
meio de aquecimento e o liquido a ser concentrado (TANGUY et al., 2015). Quando a
evaporacdo € usada para concentracdo, 0s analitos volateis também correm o risco de serem
perdidos (FORNELLS et al., 2017).
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2.4 FORMULACAO

Uma das etapas mais importantes para a producdo de um bioherbicida é desenvolver
uma tecnologia de formulacdo e aplicagdo adequada (RANA, 2016). A busca por uma
formulacdo é fundamental para aumentar a estabilidade e eficiéncia destes agentes no campo e
aumentar o efeito sobre a vida de prateleira do produto, facilitando o desenvolvimento, registro
e comercializagdo futura (GHORBANI et al., 2005). A formulacdo de um bioherbicida é a
chave para o controle biol6gico bem-sucedido e pode ser definida como a mistura dos patégenos
biologicamente ativos e/ou metabdlitos secundarios com portadores inertes e outro adjuvante
para aumentar a eficacia do patdgeno na planta daninha alvo (GADDEY YA et al., 2018).

O processo de absorcdo de um herbicida pela planta, esta diretamente relacionado a sua
eficiéncia, onde alguns produtos possuem acao local, conhecidos como herbicidas de contato e
0s que translocam na planta e agem em sitios especificos, como os herbicidas sistémicos
(DURIGAN; CORREIA, 2008). Visando a melhoria da eficiéncia e seguranga dos herbicidas,
alguns componentes podem ser adicionados a sua formulagdo (TODERO et al., 2018b).

Os adjuvantes sdo qualquer material adicionado a uma solucdo de pulverizacdo
herbicida com o intuito de modificar ou reforgar as caracteristicas fisico-quimicas da referida
solugdo (KISSMANN, 1998; RANA, 2016). Estes podem atuar de diferentes maneiras,
afetando o molhamento, aderéncia, o espalhamento, a formagdo de espuma e a dispersdo da
calda de pulverizacdo (MONTORIO et al., 2004; CARBONARI et al., 2005; COSTA et al.,
2005; MENDONCA et al., 2007).

Segundo Rana (2016) existem mais de 3.000 adjuvantes disponiveis para uso no
mercado, podendo ser agrupados em trés tipos gerais:

- Ativadores: aumentam a atividade de herbicidas por modificar certas caracteristicas,
incluindo o tamanho de particula e a distribuicdo da pulverizacéo sobre a planta, a viscosidade
de pulverizacdo, bem como a velocidade de evaporacao.

- Surfactantes: influenciam principalmente a capacidade de herbicidas para penetrar na
cuticula cerosa da folha, facilitam ou melhoram a emulsificacdo, dispersdo, molhamento e
adesdo das moléculas no tanque de mistura, bem como reduzem a tensdo superficial da dgua.

- Agentes molhantes: aumentam a capacidade da dgua para deslocar o ar ou liquidos a
partir da superficie da folha, permitindo que ele seja molhado pelo herbicida, ajudando a
espalhar a solu¢do mais uniformemente sobre a folha.

Os surfactantes podem ser divididos em quatro classes: aniénico, catibnico, anfotérico

e ndo idnico, de acordo com seus grupos moleculares e lipofilicos (KIRKWOOD, 1993). Os
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anibnicos, sdo pouco utilizados a nivel de campo, pois podem alterar o equilibrio eletrolitico da
calda e pela formacdo de espuma. Os surfactantes catibnicos raramente sdo usados em
formulacbes de caldas e produtos fitossanitarios, pois podem ser fitotdxicos e incompativeis
com muitos ingredientes ativos. Os anfoteros também sdo poucos utilizados na agricultura, eles
podem atuar como anions ou cétions dependendo do pH da solucdo. J& os surfactantes ndo
i0nicos sdo os mais utilizados para herbicidas, eles ndo se ionizam e por isso ndo alteram o
equilibrio eletrolitico nas formulacées (DURIGAN; CORREIA, 2008).

Na agricultura, sdo utilizados dois tipos de 6leos: o mineral (originados de uma fracao
da destilacdo do petr6leo) e o vegetal (provenientes do processamento de graos) (HESS, 1997,
MENDONCA et al., 2007). Eles possuem os efeitos de molhante, espalhante, penetrante, anti-
evaporante e adesivante. Os Gleos vegetais sd0 menos estaveis que 0s minerais e para sua
formulacéo, precisam ser adicionados emulsificantes (KISSMANN, 1998). Esses juntamente
com a agua sdo adicionados para aumentar o tempo de retencdo de uma solucdo nas folhas,
permitindo um aumento na captacdo do herbicida (MENDONCA et al., 2007; RANA, 2016).

2.5 CONTRIBUICOES ACERCA DO ESTADO DA ARTE

Dentre os inumeros fatores que interferem na reducdo da produtividade de culturas
agricolas destacam-se as plantas daninhas. Além das elevadas perdas na quantidade colhida,
essas espécies também interferem na qualidade do produto. O controle de plantas daninhas tem
sido feito quase que exclusivamente pelo uso de herbicidas, gerando alto custo de producéo,
danos ao meio ambiente e preocupacdes quanto a satde dos agricultores.

A utilizacdo de bioherbicidas pode ser uma alternativa a ser adotada no manejo de
plantas daninhas. Estes produtos tém especificidade alvo e sdo produzidos a partir de fontes
naturais, ou seja, encontrados a partir de metabdlitos secundarios extraidos de vegetais, assim
como de microrganismos. No entanto, ainda é dificil a determinacdo da quantidade e qualidade
dos aleloquimicos com potencial herbicida (RADHAKRISHNAN, et al., 2018). Algumas das
limitacGes da utilizacdo dos bioherbicidas estd associada a dificuldade de extrapolar os
resultados obtidos em condi¢des controladas para o campo (SOLTYS et al., 2012). Diante
desses desafios é necessario expandir os niveis de conhecimentos, e 0s estudos conduzidos em
laboratdrio sdo de suma importancia para testes preliminares de compostos com potencial de
inibicdo da germinacdo e/ou crescimento de plantas daninhas.

Assim, partindo deste pressuposto este trabalho gerou importantes informagdes sobre a

utilizagdo dos metabdlitos microbianos de Fusarium fujikuroi no meio académico, uma vez que
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ndo havia dados iguais a estes na literatura. E, principalmente, contribuiu para mostrar a
eficiéncia deste fungo uma vez que ele apresentou alta eficiéncia no controle de plantas
daninhas tanto em pré como poés-emergéncia sendo uma Otima alternativa aos problemas
ocasionados pelo controle quimico, proporcionando uma agricultura mais sustentavel. Assim é
de suma importancia a continuidade de pesquisas nessa area, principalmente extrapolando esses

resultados obtidos a condi¢des a campo.
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CAPITULO 3-ARTIGO 1

Neste Capitulo estdo descritas as metodologias, resultados e discussdes para a
concentracdo de exopolissacarideos produzidos por Fusarium fujikuroi

Concentracao de exopolissacarideos com atividade herbicida produzidos por Fusarium
fujikuroi

Artigo publicado na revista Environmental Technology
https://doi.org/10.1080/09593330.2019.1580775

Resumo

Os exopolissacarideos sdo metabolitos secundarios produzidos por microrganismos e sdo alvo
de pesquisas em diversos campos da ciéncia e da industria devido a algumas de suas
propriedades confirmadas, principalmente nas areas farmacéutica e agroquimica. Nesse
contexto, os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial de Fusarium fujikuroi em
produzir exopolissacarideos e concentrar tais compostos para aumentar a atividade herbicida.
Os exopolissacarideos foram produzidos por fermentacdo submersa e diferentes métodos de
concentracdo (membranas, liofilizacdo e evaporacao) foram avaliados. Os efeitos fitotoxicos
foram avaliados por meio de ensaios de absorcdo em folhas destacadas de Cucumis sativus e
avaliados no sétimo dia ap0s a aplicacdo. A tensdo superficial foi avaliada para cada método de
concentracdo. A producao de exopolissacarideos no caldo fermentado sem concentracdo foi de
5,94 g/L. Utilizando o método de liofilizacdo, obteve-se um rendimento maximo de
exopolissacarideos de 10,64 g/L. As membranas também apresentaram resultados satisfatorios
de exopolissacarideos: 9,60 g/L. O aumento da atividade bioherbicida e a diminui¢do da tenséo
superficial estdo proporcionalmente relacionados ao aumento da concentracdo de

exopolissacarideos.

Palavras chaves: Fusarium fujikuroi; exopolissacarideos; membranas, fitotoxicidade;
fermentacdo submersa.
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1 INTRODUCAO

A recente preocupagdo em tornar o meio ambiente mais sustentavel tem instigado mais
pesquisas sobre o isolamento, quantificagdo e caracterizagcdo de novos compostos bioativos
altamente eficazes e de baixa toxidade [1]. Nesse contexto, exopolissacarideos produzidos a
partir de fungos emergiram como importantes substancias bioativas [2], bem como a producgéo
de fitotoxinas por eles produzidas [3].

Exopolissacarideos sdo polimeros de carboidratos de alto peso molecular secretados
extracelularmente por muitos microrganismos [4]. Eles s@o derivados de uma ampla variedade
de fontes: bactérias, fungos, algas e plantas [5]. Dentre os microrganismos produtores de
exopolissacarideos, as bactérias apresentam a via biossintética mais bem estabelecida e
estudada. No entanto, os fungos foram reconhecidos como biomacromoléculas de alto valor nas
ultimas duas décadas [2]. Nas ultimas décadas, o nimero de exopolissacarideos produzidos por
fermentacdo microbiana tem aumentado gradualmente [6]. Os exopolissacarideos estdo
principalmente associados a aplicacfes de alto valor e tém recebido consideravel atencdo em
pesquisas nas ultimas décadas devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e
compatibilidades ambientais e humanas [7].]

A producdo de exopolissacarideos a partir de compostos fungicos deriva basicamente
do metabolismo desses microrganismos e € amplamente distribuida entre os fungos, incluindo:
Ganoderma lucidum, Agaricus blazei, Lentinus edodes [2], Aspergillus niger, Aspergillus
flavus, Penicillium expansum e Syncephalastrum sp. [8]. Osinska-Jaroszuk et al. [9]
identificaram alguns fungos, ascomicetes e basidiomicetos, que sado secretores de
exopolissacarideos, como: Trametes versicolor, Phellinus sp., Aureobasidium pullulans RY LF-
10, Auricularia auricula, Botryosphaeria rhodina DABACP82, e Fusarium oxysporum
JN604549, entre outros.

Os exopolissacarideos microbianos sdo conhecidos por suas propriedades espessantes,
gelificantes e emulsificantes, exibindo um amplo espectro de aplicacBes nas industrias
farmacéutica, biomédica e alimenticia [10,11]. No entanto, existe um espectro mais amplo de
atividades em varios campos da biotecnologia, medicina, protecdo ambiental e, principalmente,
agricultura. Apesar da alta diversidade quimica e estrutural encontrada para exopolissacarideos
fungicos, as atividades bioldgicas ainda ndo séo suficientemente estudadas [12].

A busca por novas espécies de fungos que possam produzir exopolissacarideos ainda é

necessaria, principalmente no que se refere a aplicabilidade agricola ainda pouco explorada. A
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utilizacdo de exopolissacarideos produzidos por fungos pode resultar em um produto final
seguro, natural e mais sustentavel e tem impacto significativo no desenvolvimento de novos
produtos. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram estudar o potencial de Fusarium fujikuroi
em produzir exopolissacarideos e avaliar diferentes métodos de concentracdo desses
compostos, bem como a influéncia dos exopolissacarideos no aumento do potencial herbicida

deste fungo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microorganismo e producéo de exopolissacarideos

A cepa de Fusarium fujikuroi foi previamente isolada do Bioma Pampa Brasileiro como
um microrganismo promissor para a producdo de bioherbicida [13]. Foi mantido em agar batata
dextrose (BDA) a 4 ° C e subcultivado a cada 15 dias.

A producgéo dos exopolissacarideos foi realizada em frasco Erlenmeyer de 250 mL
contendo o fungo e o meio de fermentagdo composto por sacarose (10,0 g / L), licor de
maceragdo de milho (50,0 g/ L), (NH4) 2S04 (0,59 /L), FeSO4.7H.0 (1,0 g/ L), MnSO4.H.0
(1,0g/L)eMgSO4 (0,59 /L). O pH inicial foi ajustado para 5,0 de acordo com Souza et al.
[14]. Os frascos foram mantidos sob agitacéo a 220 rpme 31 ° C por 7 dias em agitador rotativo

de incubacdo (New Brunswick, Innova 44R, EUA).

2.2 Recuperacdo e quantificacao de exopolissacarideos por precipitacdo acida

A quantidade de exopolissacarideos foi determinada por precipitacdo acida. O fungo foi
cultivado nas condicdes descritas na Secdo 2.1. As células foram removidas por centrifugacédo
a 4000 rpm durante 4 min e o sobrenadante foi filtrado com uma membrana de 0,22 um de
tamanho de poro. O sobrenadante livre de células foi acidificado a pH 2,0 usando acido
cloridrico (HCI) 6 M e mantido durante a noite para precipitacio completa dos
exopolissacarideos [15]. Para a quantificacdo, as etapas de centrifugacdo e retirada do
sobrenadante foram realizadas novamente. O precipitado foi transferido para um papel de filtro

seco a 40 ° C e seco até massa constante.
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2.3 Tenséao superficial

A tensdo superficial foi determinada de acordo com o0s procedimentos descritos por
Todero et al. [16]. As analises foram realizadas em triplicata usando um analisador de forma de
gota KRUSS DSA25 (KRUSS, Alemanha) a 25 ° C e determinado com o método de gota.

2.4 Concentracdo de exopolissacarideos
2.4.1 Concentragdo por membranas

Dois modulos de membrana diferentes foram usados nos ensaios: fibra oca e folha plana.
As principais caracteristicas dos mdédulos sdo apresentadas na Tabela 1. Os ensaios foram
conduzidos em sistema controlado a temperatura ambiente (25 ° C) e pressdo de 1 bar. A
concentracdo das biomoléculas iniciou-se quando o sistema atingiu o estado estacionario e foi
realizada até atingir 50% da concentracdo. A concentracdo foi relativa ao volume inicial de
caldo cru fermentado. As amostras de retentado e permeado de todas as membranas foram
separadas e armazenadas para realizar precipitacdo acida, tensdo superficial e bioensaios de
atividade herbicida.

Tabela 1. Caracteristicas das membranas utilizadas neste trabalho.

Madulo Classe Polimero Codigo de MWCO"
Membrana

Plana UF? PES® UP005 5 kDa
Plana UF PES UP020 20 kDa
Plana UF PES UP050 50 kDa
Plana UF PES UP150 150 kDa
Fibra oca UF psd SLP — 1053 10000 kDa
Fibra oca MF® PVDF® UMP 1047R 0.2 um

* MWCO: Limite de peso molecular.
a UF: ultrafiltracio.

b MF: microfiltraco.

¢ PES: poli (éter sulfona).

d PS: Polissulfona.

e PVDF: difluoreto de polivinilideno.

Para 0 médulo de membrana de fibra oca de microfiltracdo e ultrafiltracdo, o aparato
experimental [17] consistiu de uma bomba peristaltica (Tecnal, TE-198, Brasil), um
reservatorio de vidro tubular de 1 L, dois manémetros, um modulo tubular contendo uma fibra
oca membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF) (Microza, modelo UMP 1047Re modelo

SLP 1053, Japéo), valvulas e reservatorios. O médulo tubular de microfiltracdo é formado por
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0,2 pm de tamanho de poro nominal e 0,09 m? de éarea de filtragio [16], e 0 mddulo tubular de
ultrafiltracdo é formado por um tamanho de poro nominal de 0,34 nm e 0,12 m2 de area de
filtracdo. O sobrenadante previamente filtrado e centrifugado foi carregado no reservatorio,
totalizando 500 mL de caldo fermentado (livre de células). Em seguida, a bomba foi ligada sob
pressdo de 1 bar a temperatura ambiente (25 ° C).

Para 0 mddulo de membrana plana, o processo de ultrafiltracdo consistiu em um médulo
de filtracdo convencional (filtracdo sem saida) de aco inoxidavel 304 com capacidade de 500
mL (Figura 1), um cilindro de nitrogénio comprimido com capacidade de 6 m3, uma presséo de
duplo estagio regulador com dois manémetros acoplados, um banho ultraterostatico (Solab, SL
152, Brasil) e um agitador magnético (IKA, C-MAG HS 7, Brasil). Ap6s a montagem do
aparelho experimental, a amostra foi adicionada e a barra magnética inserida no médulo de

filtracdo, sequida do anel de vedacdo. Depois disso, a parte superior do modulo foi fechada.

Figura 1. Aparelho experimental do médulo de ultrafiltracdo de membrana plana usado para
concentracdo de exopolissacarideos. A - cilindro de nitrogénio; B - regulador de pressdo de
duplo estagio acoplado aos dois manémetros (B1 - valvula de abertura do cilindro, B2 - valvula
de pressurizacdo de gas); C - modulo de separagdo com membrana plana (C1 - reservatorio de
alimentacdo, C2 - agitador magnético, C3 - anel de vedacdo, C4 - membrana, C5 - suporte de

membrana, C6 - saida de permeado); D - frasco de coleta; E - Banho ultraterostéatico.

Fonte: autor

2.4.2 Concentracdo por liofilizacédo

A concentracdo das amostras ocorreu com reducdo de 50% do volume inicial em um

liofilizador (L 101, Liotop, Brasil) a -55 ° C, acoplado a uma bomba de vacuo (D.V.P Vacuum
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Technology, RC.8D). Amostras de 100 mL do caldo bruto foram congeladas em
ultracongelador (New Brunswick, U360 Innova, EUA) antes da liofilizacdo. A concentracédo de
50% ocorreu apos 30 h. Em seguida, mediu-se o volume final e determinou-se a precipitacéo
acida, a tensdo superficial e os bioensaios da atividade herbicida.

2.4.3 Concentragdo por evaporagao

A concentracdo dos exopolissacarideos por evaporacao foram realizada em estufa (Mod.
320-SE, Fanem, Brasil) com circulagdo de ar para retirada da agua do caldo bruto e
concentracdo a 50% (base volume). Quatro diferentes temperaturas foram avaliadas: 40 ° C, 60
°C, 80 °Ce 100 °C. Ao final da concentracdo, foram determinados a tenséo superficial, a

precipitacdo acida e os bioensaios da atividade herbicida.

2.5 Bioensaios de fitotoxicidade em Cucumis sativus

Os efeitos fitotoxicos das amostras concentradas foram avaliados por meio de ensaios
de absorcdo em folhas destacadas de Cucumis sativus [18]. Para a realizagdo do teste de
aplicacdo em folha, foram coletadas folhas jovens de C. sativus, cortadas na base do peciolo, e
dispostas em caixas gerbox previamente desinfetadas com alcool 70% e forradas com duas
folhas de filtro umedecido papel. O peciolo das folhas foi envolto em algodao e embebido em
2 mL de caldo concentrado em diferentes concentraces (usando separadamente as fracOes
retentado e permeado). Apos a aplicacdo, as folhas foram mantidas a 28 °© C em camara
climéatica (POL-EKO, modelo KK 350, Pol6nia) com fotoperiodo de 12 h [17].

A fitotoxicidade foi avaliada no sétimo dia ap0s a aplicacdo com base no software
Compu Eye Leaf & Symptom Area [19]. As folhas foram coletadas e escaneadas
individualmente, em fundo branco. Os arquivos de imagens foram abertos e analisados pelo
software, onde o valor percentual da area do sintoma para cada imagem foliar foi calculado
separadamente. Amostras de caldo bruto de fermentacéo e agua foram utilizadas como controle.
Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes de cinco folhas
para cada ensaio mais controle negativo (apenas agua) e controle positivo (caldo bruto

concentrado).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Concentracdo de exopolissacarideos

Fusarium fujikuroi € um fungo que produz exopolissacarideos (Tabela 2). Na avaliacéo
do caldo bruto, foram obtidos 5,94 g/L de exopolissacarideos. As quantidades de
exopolissacarideos sdo promissoras quando comparadas aos valores reportados por Mmanywa
e Wang [20]. Os autores obtiveram uma producdo maxima de exopolissacarideos de 0,47 g/L
de Antrodia camphorata. Ap6s estudar a otimizacdo da producdo de exopolissacarideos
bioativos de Fusarium solani, foi obtido um valor maximo de 2,27 g/L [2], enquanto ao estudar
a producdo de exopolissacarideos de Pestalotiopsis sp. BC55, um valor maximo de 4,32 g/L foi
relatado [21]. Relatos de maiores valores de producdo de exopolissacarideos (7,5 g/L) foram
encontrados quando o Auricularia auricula foi estudado. Bacillus velezensis também
apresentou maiores valores de exopolissacarideos (7,6 g/L) ap0s otimizacdo dos meios de
cultura [6]. No entanto, a producéo de exopolissacarideos foi de apenas 0,6 g/L com Fusarium

oxysporum [9].

Tabela 2. Comparacdo dos diferentes métodos de concentracdo de exopolissacarideos de
Fusarium fujikuroi e avaliacdo da tensdo superficial.

Tensdo superficial ~ Exopolissacarideos

Ensaios (mMN.m™?) (g/L)
Controle negativo (agua) 76,61 +0.01 0,00
Controle positivo (caldo fermentativo bruto) 60,76 + 0.01 5,94 +£0,01
Membrana Plana
UP 005
Permeado 51,72 £ 0,01 8,42 +<0,01
Retentado 49,69 +0,01 9,18 +<0,01
UP 020
Permeado 51,71+0,01 8,40 + <0,01
Retentado 50,38 + 0,01 8,92 +<0,01
UP 50
Permeado 50,37 + 0,01 8,04 £<0,01
Retentado 50,39 £ 0,01 8,90 + <0,01
UP 150
Permeado 52,20 £ 0,01 8,56 + <0,01
Retentado 40,20 £ 0,01 9,60 + <0,01
Membrana de fibra oca
Ultrafisltragéo
Permeado 54,68 + 0,01 8,24 + 0,01
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Retentado 50,35 £ 0,01 8,88 + 0,01
Microfiltragéo
Permeado 56,65 £ 0,01 8,02 + 0,01
Retentado 50,38 £ 0,01 8,78 +0,01
Concentracao por evaporacao
40°C 56,67 + 0,01 7,78 £0,01
60°C 58,48 + 0,01 7,62 £0,01
80°C 57,79 £ 0,01 7,63 £0,01
100°C 59,95+ 0,01 6,78 £ 0,01
Concentracéo por liofilizagio
Liofilizado 40,18 + 0,01 10,64 £ 0,01

Todos os métodos foram eficientes para a concentracdo de exopolissacarideos. As
concentragdes aumentaram consideravelmente com o uso de membranas, onde foram
observadas diferencas estatisticas entre elas (Tabela 2). Porém, a concentracédo por liofilizagdo
foi a melhor, onde se obteve no maximo 10,64 g / L de exopolissacarideos. A concentracdo foi
aproximadamente 2 vezes maior quando comparada ao caldo cru. A concentragdo por
evaporacdo foi o método que apresentou resultados inferiores entre os avaliados, mas ainda
superiores ao caldo cru. A concentracdo de exopolissacarideos foi inversamente proporcional a
temperatura. Quando temperaturas mais altas foram usadas, concentracdes mais baixas de
exopolissacarideos foram encontradas. Na temperatura mais baixa (40°C), observou-se
concentracdo de 7,78 g/L, enquanto na temperatura de 100°C atingiu-se a concentracdo de 6,78
g/L.

O uso de membranas aumentou a concentracdo de exopolissacarideos. Os retentados da
membrana plana UP150 e UP005 apresentaram teores maximos de exopolissacarideos de 9,6
g/L e 9,18 g/L, respectivamente. De acordo com Balti et al. [22], a filtracdo por membrana é
uma tecnologia notavel e Gtil para a concentracdo de grandes volumes, que é uma tecnologia
madura que encontra aplicacdes na escala industrial. Balti et al. [22] também relataram que a
concentracdo de exopolissacarideos mudou de 0,26 g / L no inicio para 2,26 g / L no final de
25 min do processo de concentracdo usando membrana de microfiltracdo para concentrar

exopolissacarideos de Porphyridium cruentum.

3.2 Atividade herbicida

Existem muitos relatos na literatura cientifica sobre as diversas aplicabilidades dos

exopolissacarideos fungicos, mas sua capacidade de aplicacdo em &reas agricolas ainda é pouco
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estudada. Tanto quanto € do nosso conhecimento, a capacidade de aumentar os efeitos
bioherbicidas dos fungos ndo foi reportada até agora na principal base de dados cientifica. A
aplicacdo do caldo fermentativo de Fusarium fujikuroi desenvolveu sintomas em C. sativus
como necrose (5,85%), clorose (16,66%) e leve despigmentacdo (77,79%) das folhas. Porém,
ao avaliar os diferentes métodos de concentragdo, os melhores resultados foram obtidos com a
liofilizacdo. Nesse método, a folha apresentou 100% de despigmentacao total (perda total de
clorofila), fragdo retentado UP 150 com sintomas de clorose (51,46%), necrose (21,85%) e
despigmentacdo foliar total (26,69%). Da mesma forma, a fracdo retentada UP 005 apresentou
clorose (67,13%), necrose (17,64%) e despigmentacéo foliar total (15,23%) (Tabela 3 e Figura
2). Esses resultados levaram a destruicdo da folha, sem posterior recuperagdo. As menores
concentracdes de exopolissacarideos foram obtidas com o uso do calor, que apresentou baixa
fitotoxicidade principalmente em alta temperatura (100 ° C), onde 63,43% da folha estava s&.

Ao comparar o uso de membranas, todas apresentaram fitotoxicidade. De maneira geral,
0 retentado apresentou maior fitotoxicidade do que o permeado. Todas as fraces do permeado
apresentaram a porcentagem de area sd na folha. O permeado UP 50 e a microfiltracdo
(permeado) em membrana de fibra oca apresentaram efeitos menores, com areas saudaveis
maiores (Tabela 3 e Figura 2). De acordo com Todero et al. [17], em relacdo ao retentado, a
melhora da atividade bioherbicida pode estar associada a concentragdo de macromoléculas na
membrana como 0s exopolissacarideos. Esse comportamento pode ocorrer em decorréncia da
retencdo de biomoléculas de tamanho maior que o tamanho nominal dos poros da membrana.
Os resultados de fitotoxicidade confirmam que ha um aumento no poder herbicida quando a
concentracdo de exopolissacarideos é aumentada. Consequentemente, esses métodos sao
eficientes, permitindo a concentracdo e possibilitando a maximizacéo do efeito herbicida.

Em relacdo a andlise da tensdo superficial, as tensdes do caldo e da dgua foram 60,76
mN.m™? e 76,61 mN.m™, respectivamente. Ao comparar os valores de tensdo superficial obtidos
nos diferentes métodos de concentracdo (Tabela 2), é possivel verificar uma diminui¢do nos
valores devido ao aumento da concentracdo de exopolissacarideos. Esses resultados também
sdo corroborados com a atividade herbicida, em que ha aumento da fitotoxicidade com
diminuicdo da tensao superficial. Os menores valores de tensdo foram obtidos para as amostras
liofilizadas (40,18 mN.m™), fracdo de retentado UP 150 (40,20 mN.m™?), seguido do retentado
UP 005 com 49,69 mN.m*, indicando uma alta concentracio de exopolissacarideos e alta

fitotoxicidade.
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Figura 2. Comparagdo das lesdes observadas em folhas de Cucumis sativus pelos métodos de
concentragdo de membranas, liofilizag&o e evaporagéo.
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Tabela 3. Fitotoxicidade de exopolissacarideos.

Simtomas (%)

. . . Total
Ensaios despli_g;g;ee:;?agéo Clorose Necrose Anr:g:]ilc?u despigmentacéo da Saudavel
planta
Controle negative - - - - - 100
Controle positive 77,79 16,66 5,85 - - -
Membrana plana
UP 005
Permeado 12,18 41,84 41,06 2,94 - 1,98
Retentado - 67,13 17,64 - 15,23 -
UP 20
Permeado 7,38 62,75 25,55 1,90 - 2,42
Retentado - 48,81 43,28 - 7,91 -
UP 50
Permeado - 23,50 43,33 7,69 - 25,48
Retentado - 55,91 33,48 - 10,61 -
UP 150
Permeado 3,11 75,71 6,03 13,50 - 1,65
Retentado - 51,46 21,85 - 26,69 -
Membrana de fibra oca
Ultrafiltracdo
Permeado 9,41 50,76 28,30 9,41 - 2,12
Retentado - 82,14 11,54 - 6,32 -
Microfiltragao
Permeado - 5,68 5,57 74,60 - 14,15
Retentado 5,97 56,74 37,29 - - -
Concentraco por evaporagio
40°C 91,26 7,42 1,32 - - -
60°C 38,07 4,31 - 11,60 - 46,02
80°C 18,14 4,30 - 28,41 - 49,15
100°C 23,10 1,10 - 12,37 - 63,43
Concentracdo por Liofilizagdo
Liofilizado - - - - 100 -
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Esses achados também séo corroborados pelos dados apresentados por Banat et al. [23].
Alguns exopolissacarideos, como os lipopeptideos, sdo conhecidos por reduzir a tenséo
superficial. A baixa tenséo superficial leva a uma maior distribuicdo do produto a ser aplicado
na superficie foliar, aumentando sua absorcdo [24], auxiliando na eficécia bioldgica,
principalmente em superficies de dificil fixacdo [25]. A partir dessas caracteristicas anteriores,
a importancia da tensdo superficial do ponto de vista da tecnologia de aplicacdo € enfatizada
[25].

4. CONCLUSAO

Considerando os resultados encontrados neste estudo, o fungo Fusarium fujikuroi pode
ser considerado um bom produtor de exopolissacarideos, onde o caldo bruto atingiu um
rendimento maximo de 5,94 g / L. Os métodos usados para concentrar os exopolissacarideos
foram eficientes, sendo o0s exopolissacarideos concentrados até 2 vezes pelo metodo de
concentracéo por liofilizagdo, chegando a 10,64 g/ L. As membranas apresentaram um aumento
consideravel quando comparadas ao caldo bruto, com concentragdo méaxima de 9,6 g/L com UP
150 e 9,18 g/L com UP005, ambas na fracdo retentada. Para a evaporacdo, as concentracdes
foram inferiores as obtidas pelas outras tecnologias avaliadas (7,78 g/L, 40°C). Quando as
concentracdes de exopolissacarideos aumentaram, a atividade bioherbicida aumenta e a tensao
superficial diminui. Esses resultados sugerem rotas promissoras para a producao de potenciais
bioherbicidas aplicados em escala industrial em um futuro préximo. Consequentemente, 0
impacto ambiental do uso de herbicidas sintéticos perigosos pode ser reduzido com a aplicacéo

dos bioherbicidas produzidos a partir de fungos.
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CAPITULO 4 - FORMULACAO

Nesta secdo estdo descritas a metodologia e os resultados e discussdes para a formulagéo
do bioherbicida.

Formulacgédo de um bioherbicida com metabolitos de Fusarium fujikuroi como

agente potencial no manejo de plantas daninhas

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a formulacdo de um bioherbicida com metabdlitos
secundarios produzidos por Fusarium fujikuroi. Trés diferentes bioensaios foram realizados
para investigar a atividade herbicida do caldo fermentado sem células: pré-emergéncia em
Cucumis sativus, Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus e pos-emergéncia em Cucumis sativus
e Bidens pilosa. Nos ensaios em pré emergéncia todos as concentragdes de caldo (25%, 50%,
75% e 100%) apresentaram efeito inibitério na germinacdo de Cucumis sativus. Ao testar o
caldo bruto em Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus os resultados foram promissores, onde
houve efeito inibitério de 100% na germinagdo na primeira e segunda contagem, diferente da
testemunha (4gua) onde houve germinacdo. Para os ensaios de formulacdo primeiramente
foram realizados testes preliminares avaliando as melhores formulagdes utilizando 6leo de
palma, Span® 80 e Tween® 80 com diferentes niveis de Equilibrio Hidrofilo Lipdfilo. A partir
dos resultados obtidos neste primeiro teste foi avaliado o melhor resultado utilizando Tween®
80 juntamente com adjuvantes comerciais que foram utilizados em uma proporc¢éo de 0,1% vi/v.
Apos realizados os 14 testes foram selecionadas as duas melhores formulagcGes com os dois
melhores adjuvantes comerciais e realizados testes em plantas daninhas. Nessa segunda
testagem de formulacdes foram utilizados o Silweet L-77 e o Aureo. O uso de adjuvantes
aumentou a eficiéncia do bioherbicida em algumas formulagc6es. Os resultados mostram que a
menor concentracdo de adjuvante e Tween® 80 torna a formulagio mais eficiente, destaca-se
que neste ensaio foi utilizado 0,01 mL Silweet L-77 e 0,1 mL de Tween® 80. A formulacao
que apresentou menor potencial fitotoxico foi utlizando uma menor dose de adjuvante Aureo
(0,01 mL) e Tween® 80 (0,01 mL). Com isso afirmasse que o uso de adjuvantes nas

formulacgdes potencializou o efeito bioherbicida de Fusarium fujikuroi.
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1. INTRODUCAO

As perdas na agricultura podem chegar a 40% dependendo da cultura com a
interferéncia das plantas daninhas (Ramesh et al., 2017, Xue et al., 2017 ). Se nenhum método
de controle for usado na cultura da soja, as plantas daninhas se constituem um importante
estresse bidtico e, pode-se a chegar a 90% de perdas no rendimento de gréos (Silva et al., 20009,
Gazziero et al., 2019). No entanto, para o controle das plantas daninhas tem sido utilizado
principalmente 0 método quimico, pela grande oferta de produtos, economia de mao-de-obra e
rapidez na operagéo (Burnside, 1992; Oliveira Jr et al., 2011). Embora seja eficiente, o controle
quimico tem algumas implicacbes em relacdo aos fatores ambientais, bem como no
desenvolvimento de plantas daninhas resistentes a determinados herbicidas quimicos
(Giacomini et al., 2017, McKeon e Brichta, 2014).

Os fungos sdo conhecidos por seu potencial metabolico em produzir uma grande
variedade de metabdlitos para aplicacbes agricolas (Marinho et al., 2017). Em relagéo
ao Fusarium fujikuroi, € um fungo que produz metabolitos como acido fusarico, acido indol
acetico, acido 2- (4-butilpicolinamida) acetico e o sesterterpeno terpestacina (Hilario et al.,
2017), como policetideos (Arndt et al., 2017), entre outros. O género Fusarium sp. é o segundo
género mais citado nos estudos relacionados a producdo de bioherbicidas. Pearson et
al. (2016) avaliaram a atividade herbicida de diferentes fungos do género fusarium (Fusarium
avenaceum, Fusarium acuminatum, Fusarium redolens, Fusarium culmorum, Fusarium
cerealis e Fusarium solani) em diferentes espécies de gramineas. Os autores obtiveram
resultados promissores ao usar Fusarium Avenaceum e Fusarium acuminatum. Da mesma
forma, Aybeke (2017) relatou efeitos toxicos de Fusarium oxysporum em uma erva daninha
parasita de raiz (Orobanchespp.). Li et al. (2014) relataram que o extrato de acetato de etila do
caldo de fermentacdo de Fusarium proliferatum proporcionou atividade fitotoxica seletiva
contra o crescimento da radicula de Amaranthus retroflexus L.

Recentemente, o fungo Fusarium fujikuroi obtido no bioma Pampa brasileiro foi
identificado com atividade herbicida para plantas-alvo, como Cucumis sativus e Sorghum
bicolor (Daniel et al., 2018). No entanto, um desafio no desenvolvimento de bioherbicidas é
sua baixa atividade herbicida. Em geral, o efeito baixo ocorre porque
as fitotoxinas fungicas costumam ser encontradas em concentracdes muito baixas nos meios de
cultura (Varejao et al., 2013). Alternativas para superar essa dificuldade requerem
modificacdes sintéticas para criar um produto eficaz (Sica et al., 2016 ) ou 0 uso de uma

combinacgdo adequada de adjuvante em uma formulagdo para aumentar a atividade herbicida,
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visto que se destinam a modificar ou reforgar a caracteristicas quimicas da solucdo (Rana e
Rana, 2016 ). Alguns estudos na literatura cientifica demonstraram que a formulacdo de
metabolitos microbianos aumentou a atividade herbicida do produto (Bastos et al.,
2017; Piyaboon et al., 2016; Sica et al., 2016; Todero et al 2018; Daniel et al., 2018).

No entanto, ha poucos relatos encontrados, até 0 momento, (Daniel., 2018, Daniel et al.,
2020) na literatura que descrevem a atividade herbicida ao Fusarium fujikuroi. Diante desse
contexto, o objetivo deste trabalho foi a formulacdo de um bioherbicida com metabolitos
secundarios produzidos por Fusarium fujikuroi. Neste estudo foram realizados testes em pré-
emergéncia em Cucumis sativus, Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus e também foram
realizadas duas etapas de formulagdes: (1) avaliacdo de diferentes formulagGes contendo
filtrado de cultura livre de células ou esporos, 6leo de palma, Tween® 80 e Span® 80,
adjuvantes comerciais (Silweet L-771, Assist, Organico, Aureo, Nimbus) para aumentar
a fitotoxicidade contra uma planta bioindicadora (Cucumis sativus); (2) foram selecionados as
duas melhores formulagdes com os dois melhores adjuvantes comerciais e realizados testes em
plantas daninhas. Nessa segunda testagem de formulagdes foram utilizados o Silweet L-77 e 0
Aureo, realizando os ensaios em Bidens pilosa. Ressalva-se que também foram realizados testes
com o caldo bruto em pre-emergéncia em Cucumis sativus, Bidens pilosa e Amaranthus
retroflexus. Convém ressaltar que em um trabalho recente do grupo de pesquisa o potencial
herbicida do filtrado de Fusarium fujikuroi ja foi testado e apresentou resultados significantes
(Daniel Jr. et al., 2018).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 PRODUCAO DO BIOHERBICIDA

A cepa de Fusarium fujikuroi (Figura 1A) foi obtida como descrito por Daniel Jr. (2018)
e mantida em &gar batata dextrose (BDA) a 4 °C e repicada a cada 15 dias.

A producdo de células para inoculacdo foi realizada pela incubagéo da cepa em placa de
Petri contendo meio BDA por 8 dias a 28°C. Posteriormente, trés discos de 6 mm de micélio
fungico foram transferidos para um frasco erlenmeyer de 250 mL, contendo 125 mL de meio
de fermentacdo e mantido sob agitacdo a 220 rpm a 31 °C por 7 dias em incubadora rotativa
(New Brunswick, Innova 44R, EUA) (Figura 1B). O meio foi composto por (g/L): sacarose
(10,0), agua de maceracdo de milho (50,0), (NH4)2 SO4 (0,5), FeSO4.7H20 (1,0), MnSO4.H20
(1,0) e MgSO4 (0,5) e o pH inicial foi ajustado para 5,0 (DANIEL Jr., 2017).
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Figura 1- Fusarium fujikuroi (A) - Crescimento micelial em placa de Petri e (B) Fermentagédo
submersa em agitador orbital

A

Fonte: O autor.

Apos as fermentacdes, as células foram centrifugadas a 4000 rpm durante 10 min
(Eppendorf, 5804 R, Alemanha) e o sobrenadante foi filtrado utilizando uma membrana de
difluoreto de polivinilideno de 0,45 pm. As amostras filtradas foram utilizadas nos

experimentos.

2.2 FORMULACOES

Dois diferentes ensaios de formulacao foram realizados a fim de investigar a interacao
do caldo fermentado sem células de Fusarium fujikuroi aos adjuvantes. Primeiramente foram
realizados testes preliminares avaliando as melhores formulagdes descritas por Todero et al.,
(2018) e Daniel Jr. (2018), utilizando 6leo de palma, Span® 80 e Tween® 80 com diferentes
niveis de Equilibrio Hidréfilo Lipofilo (EHL) (Tabela 1). A partir dos resultados obtidos neste
primeiro teste foi avaliado o melhor resultado utilizando Tween® 80 juntamente com os
adjuvantes comerciais (Tabela 2) que foram utilizados em uma proporcéo de 0,1% v/v.

Para a homogeneizacdo das emulsdes utilizou-se o Turrax a 7000 rpm por 1 minuto.

Tabela 1- Formulagdes utilizando 6leo de palma, Span® 80 e Tween® 80

Formulacéo Oleo de Palma MS (g) ! MT (g) 2 | Caldo Bruto (g) EHLS
(@)

01 0,82 0,058 0,222 8,9 0,82

02 0,55 0,55 - 8,9 0,55

03 0,55 - 0,55 8,9 15

04 0,55 0,272 0,277 8,9 0,55

! Massa de Span® 80 2 Massa de Tween® 80 3 Equilibrio hidréfilo-lipéfilo
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Formulacgéo | Silweet L-77 | Assist | Organico | Aureo | Nimbus | MT ! | Caldo

(mL) (mb) | (mL) (mL) (mb) | (mL) | (mL)
05 0,01 - - - - - 10
06 0,01 - - - - 0,5 10
07 - 0,01 - - - - 10
08 - 0,01 - - - 0,5 10
09 - - 0,01 - - - 10
10 - - 0,01 - - 0,5 10
11 - - - 0,01 - - 10
12 - - - 0,01 - 0,5 10
13 - - - - 0,01 - 10
14 - - - - 0,01 0,5 10

1 Massa de Tween® 80

Apos realizados os 14 testes foram selecionadas as duas melhores formulagdes com os

dois melhores adjuvantes comerciais e realizados testes em plantas daninhas, ressalva-se que

os melhores resultados referesse quanto a fitotoxidade. Nessa segunda testagem de formulacGes

foram utilizados o Silweet L-77 e 0 Aureo. A tabela 3 apresenta a descricdo das dosagens

testadas e, convém ressaltar que elas foram estabelecidas seguindo a recomendacgédo no rétulo

do produto. Ressalva-se que para cada formulacgéo utilizou-se um controle substituindo o caldo

fermentado por

agua.

Esse controle foi

utilizado como forma comparativa da

fitoxidade. Também para cada formulacdo foram avaliadas a densidade e a tensao superficial.

Tabela 3- Formulagdes utilizando Tween® 80 e adjuvantes comerciais

Formulacédo | Silweet L- | Aureo | Tween® | Caldo
77 (mL) 80 (mL)
(mL) (mL)
15 - 0,01 0,1 10
16 - 0,01 0,5 10
17 - 0,05 0,1 10
18 - 0,05 0,5 10
19 - 0,03 0,3 10
20 0,01 - 0,1 10
21 0,01 - 0,5 10
22 0,05 - 0,1 10
23 0,05 - 0,5 10
24 0,03 - 0,3 10
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2.2.1 Densidade

As densidades das formulagOes preparadas foram medidas utilizando o medidor de
densidade digital a 20 °C (Rudolph Research Analytical, DDM 2911 Plus EUA). A medicdo é
baseada no principio comprovado de um tubo em U oscilante assegurando valores de densidade
altamente exatos. As amostras foram inseridas no aparelho através de uma seringa, utilizando

em torno de 3 ml de cada amostra, sendo realizada uma triplica para cada tratamento.

2.2.2 Tenséo superficial

A tensdo superficial das formulagdes preparadas foi medida utilizando um analisador de
forma gota KRUSS DSA25 (KRUSS, Alemanha) a 25 °C. A tensdo superficial foi determinada

com o método da gota pendente (10 gotas por solucdo de tratamento).

2.3 BIOENSAIOS

Quatro diferentes bioensaios foram realizados para investigar a atividade herbicida do
caldo fermentado sem células: pré-emergéncia em Cucumis sativus e Bidens pilosa e pos-

emergéncia em Cucumis sativus e Bidens pilosa .

2.3.1 Bioensaio em Pré-emergéncia em Cucumis sativus

Para os testes de germinacao foi utilizada a espécie C. sativus (pepino). Os ensaios foram
realizados em caixas gerbox previamente desinfetadas com alcool 70% e forradas com duas
folhas de papel filtro (Germitest®) umedecidas com o respectivo bioherbicida concentrado
(retido 30%) correspondendo um volume de 2,5 vezes o0 peso do papel, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

Apos, foram semeadas 4 repetices de 50 sementes com diferentes dilui¢des (25, 50, 75
e 100% de caldo), e acondicionados em estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), com
temperatura constante (28°C) e fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro. Para a analise do teste
de germinacdo, contabilizou-se o nimero de sementes germinadas e o0 nimero de sementes que
germinaram e tornaram-se plantas normais. Posteriormente esses dados foram expressos em
percentagem de inibicdo de germinacdo ou de plantas anormais (plantas que nao tiveram seu
crescimento normal). Para ambas as espécies, a primeira avaliacdo do numero de sementes

germinadas foi feita aos 4 dias apds a instalacdo do experimento, seguida de outras duas
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avaliacOes aos 7 e 10 dias. Para esse teste, foram contabilizadas como germinadas, as sementes
que apresentaram crescimento da radicula superior a2 mm, segundo descrito na RAS (BRASIL,
2009). A germinagéo foi calculada por meio da Equacéo (1):

G === x 100 (1)
onde, ni: € 0 nimero de sementes germinadas em cada repeticdo; A: total de sementes utilizadas.

Juntamente com esses testes foram avaliados a embebicdo das sementes e a atividade
enzimatica da a-amilase. A embebi¢do das sementes foi medida 24, 36 e 48 h apds a exposicao
de 50 sementes de C. sativus por tratamento de acordo com método previamente descrito
de Turk e Tawaha (2003). Resumidamente, a média de quatro repeticdes foi registrada como o
peso original da semente (W), e o peso final da semente (W) foi determinado de forma
semelhante para cada concentracdo e tempo de exposicdo. A porcentagem de embebicdo de
sementes foi expressa de acordo com a Equagéo (2):

Embebicéo de sementes (%) = [(W2-W 1)/ W 1]x 100 (2)

Para a atividade enzimatica da a-amilase foram realizados testes em sementes de
Cucumis sativus utilizando o caldo bruto em diferentes concentragbes 25, 50, 75 e 100%.
Convém ressaltar que se utilizou um controle com agua. A extracdo e medicdo da atividade
da a-amilase foi realizada seguindo o método de Sadasivam e Manickam (1996). Sementes de
Cucumis sativus usadas nos testes de germinacdo (60 sementes para uma determinagédo) foram
moidas até um pé fino. O po6 foi entdo homogeneizado com 4 mL de uma solucéo de CaCl
(cloreto de calcio) 0,1 M gelado e centrifugadas a 12000 rpm durante 20 min. O sobrenadante
foi coletado e usado como o extrato enzimatico (fonte de enzima). A atividade da a-amilase foi
entdo avaliada medindo a taxa de geracdo de acUcares redutores a partir de amido
(Poonpaiboonpipat et al., 2013; Laosinwattana et al., 2018).

O meio racional (3 mL) continha 1 mL de amido solivel a 1% em solu¢cdo tampao de
acetato a pH 5,5 e 1 mL do sobrenadante. Apds a mistura foi incubada a 37°C por 15 min. No
final da incubacdo foi adicionado 1 mL de reagente DNS (40 mM 3,5-4cido dinitrosalicilico,
0,4 M NaOH e 1 M K-Na tartarato), e imediatamente foi aquecido em banho-maria fervente
por 5 min. Apds o aquecimento a mistura foi arrefecida sob agua corrente e perfazendo um
volume total de 7 ml com agua destilada. A intensidade da cor foi medida na absorcao a 560 nm

em espectrofotbmetro. Um branco idéntico ao teste, exceto por ndo incluir enzima foi usado,
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uma curva padrdo foi preparada usando maltose, e a quantidade de a-amilase presente na
amostra foi calculada a partir da curva padrdo e expressa em pmol maltose min ! g !"W)
(Poonpaiboonpipat et al., 2013; Laosinwattana et al., 2018).

2.3.2 Bioensaio em Pré emergéncia em Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus

Também foram realizados testes de germinagdo nas espécies de Bidens pilosa e
Amaranthus retroflexus. Para isso foi utilizado o caldo bruto e uma testemunha com agua. Os
ensaios foram realizados em caixas gerbox previamente desinfetadas com alcool 70% e forradas
com duas folhas de papel filtro (Germitest®) umedecidas com o respectivo tratamento (cultura
filtrada) correspondendo a um volume de 2,5 vezes o peso do papel, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

Apos, foram semeadas 4 repeticdes de 25 sementes, totalizando 100 sementes por
tratamento e acondicionados em BOD, com temperatura constante (25°C) e fotoperiodo de
12/12 horas de luz/escuro (Figura 2).

Figura 2- Teste de germinacdo realizado em caixas gerbox em espécies de Bidens pilosa (A) e
Amaranthus retroflexus (B).
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Fonte: O autor.

Para a analise do teste de germinacéo, contabilizou-se o nimero de sementes germinadas
e 0 numero de sementes que germinaram e tornaram-se plantas normais. Posteriormente esses
dados foram expressos em percentagem de inibicdo de germinacdo ou de plantas anormais
(plantas que ndo tiveram seu crescimento normal). Para ambas as espécies, a primeira avaliagcdo
do nimero de sementes germinadas foi realizada aos 4 dias apds a instalacdo do experimento,
seguida de outras duas avaliacfes aos 7 e 10 dias. Para esse teste, foram contabilizadas como
germinadas, as sementes que apresentaram crescimento da radicula superior a 2 mm, segundo

descrito na RAS (BRASIL, 2009). A germinagdo foi calculada de acordo com a Equacéo (1).
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2.3.3 Bioensaios em Pds emergéncia em Cucumis sativus

Para os testes das diferentes formulagdes (1 a 14) foi utilizado como planta teste uma
dicotileddnea, o Cucumis sativus (pepino), pois mesmo ndo sendo planta daninha, é usualmente
utilizada em experimentos avaliando seu potencial herbicida. Possuem alta sensibilidade a
compostos fitotdxicos e também sdo plantas de facil cultivo, demonstrando resposta visual do
efeito herbicida ou efeito fitotoxico (Bastos et al., 2017; Klaic et al., 2017).

A semeadura foi realizada em copos plasticos com volume de 180 mL contendo o
substrato comercial Mecplant® e posteriormente distribuidos em bandejas de polietileno, sendo
utilizado quatro repeticdes de trés plantas para cada tratamento, controle e testemunha (Figura
3). Para cada tratamento foi utilizado um controle, constituido das respectivas formulacdes e
substituido o caldo bruto por agua destilada. Para a testemunha foi realizada a aplicagdo apenas
de agua destilada. Ainda, utilizou-se mais cinco plantas, onde foi aplicado apenas o caldo bruto.

Figura 3 - Bandeja com repeticdes de Cucumis sativus.

Fonte: autor

As aplicacdes foram realizadas aos 10 dias ap0s a semeadura, utilizando um borrifador
manual. Para cada 12 plantas, foram aplicados 5 ml do formulado e os experimentos foram
realizados em casa de vegetacdo, com ambiente controlado (temperatura e umidade).

O bioensaio visou identificar a capacidade de inibicdo do desenvolvimento de plantulas
diante de uma diversidade de formulados. A avaliacdo da fitotoxidade foi realizada visualmente
7 dias apds a aplicacdo dos tratamentos, utilizando-se a escala adaptada de Frans & Crowley
(Tabela 4).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818117305479#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818117305479#bib14
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Tabela 4- Escala adaptada de Frans & Crowley para a avaliagéo do percentual de fitotoxidade.

% Descrigdo das categorias Descrigéo detalhada da fitotoxidade na
principais cultura
0 Sem efeito Sem injuria ou efeito
10 Leve descoloracdo ou atrofia
20 Efeito leve Alguma descoloracédo ou atrofia, ou perda por
atrofia
30 Injaria mais pronunciada, mas ndo duradoura
40 Injaria moderada, mas normalmente com
recuperacgao
50 Efeito moderado Injdria mais duradoura, recuperacao duvidosa
60 Injdria duradoura, sem recuperacao
70 Injdria pesada, reducdo de estande
80 Efeito severo Culturas préximas da destruicdo — poucas
plantas sobreviventes
90 Raramente restam algumas plantas
100 Efeito total Destruicdo completa da cultura

Fonte: Adaptado por FRANS & CROWLEY (1986).

2.3.4 Bioensaios em Pds emergéncia em Bidens pilosa

Apos realizados os 14 testes foram selecionadas as duas melhores formulagdes com dois
melhores adjuvantes comerciais e realizados testes em plantas daninhas (formulactes 15 a 24).
Em condi¢des de casa de vegetacdo foram cultivadas plantas de Bidens pilosa (picdo-preto). A
espécie foi plantada em copos poliméricos com capacidade de 180 ml contendo o substrato
comercial Mecplant®, contendo 1 planta por copo. Para cada tratamento foi utilizado um
controle, constituido da respectiva formulacéo substituindo o caldo bruto por dgua destilada.
As espécies de plantas daninhas foram escolhidas por serem plantas daninhas de importancia
na agricultura brasileira, representando a classe das dicotileddneas.

As aplicacdes em pos-emergéncia foram realizadas em camara de aplicacdo modelo
Generation Il Research Sprayer aos 15 dias ap6s a semeadura. Foram aplicados
respectivamente 300 L/ha do formulado, sob pressdo constante de 20 PSI, pressurizado por ar
comprimido. As plantas foram posicionadas a 0,5 m de altura em relacao a barra de aplicacao,
0 bico utilizado foi do tipo jato plano (leque) 8002, que tem como caracteristica uma ponta jato
plano (leque) convencional (Todero et al., 2018). Convém ressaltar que foi realizada a aplicacao
quando as mudas das plantas daninhas se apresentarem no estagio de 3 a 4 folhas verdadeiras.

Os sintomas da fitotoxidade foram avaliados visualmente aos 7, 10 e 15 dias apos a

aplicacdo dos tratamentos, e a avaliacdo utilizada para definir a toxicidade dos tratamentos foi
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baseada numa escala conceitual alfabética (Tabela 5) da Sociedade Brasileira da Ciéncia das
Plantas Daninhas- SBCPD, que varia de “a” até “e¢”, descrevendo detalhadamente os sintomas
apresentados pelas plantas ao final dos tratamentos.

Tabela 5- Descricdo dos conceitos aplicados as avaliacfes de toxicidade segundo a Sociedade
Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD).

Conceito Descricao

A Sem injdria ou efeito

B Injaria leve e/ou reducdo do crescimento com rapida recuperacao

C Injdria moderada e/ou reducdo do crescimento com lenta recuperacéo ou
definitiva

D Injurias severas e/ou reducdo do crescimento ndo recuperaveis e/ou reducao
do estande

E Destruicdo completa da cultura ou somente algumas plantas vivas

Fonte: SBCPD, 1995.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 BIOENSAIO EM PRE-EMERGENCIA EM Cucumis sativus

Na Tabela 6 séo apresentados os resultados do teste de germinacdo em Cucumis sativus
das diferentes dilui¢cbes do caldo de Fusarium fujikuroi. Todos os ensaios (25%, 50%, 75% e
100%) apresentaram efeito inibitério na germinacdo. Na Figura 4 pode-se visualizar a evolucédo
da germinacdo da testemunha (dgua) quando comparado com o caldo bruto. Esses resultados
sdo promissores uma vez que se observou um efeito bioherbicida significativo com o caldo
bruto (100%).

Resultados semelhantes foram encontrados por Almeida (2014) e Brun et al., (2016) que
ao utilizarem Phoma sp., observaram inibi¢cdo na germinacédo de C. sativus e Sorghum bicolor.
Ja Bailey et al. (2011) realizaram estudos para producdo de um bioherbicida com o fungo
Phoma sp., evidenciando um efeito maior deste nas sementes de dicotiledéneas do que em
monocotileddneas. Estes resultados demonstraram que a utilizagdo de metabdlitos de Phoma

sp. apresenta um amplo espectro de acdo em pré-emergéncia.
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Tabela 6- Porcentagem de germinacéo em 12, 24, 36 e 48 horas em Cucumis sativus para cada
tratamento em cadmara de germinacao.

Numero de sementes germinadas de Cucumis sativus

Tratamentos 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas
Testemunha (agua) 0 46 92 100
Caldo Bruto (100%) 0 0 0 0

Caldo 75% 0 0 0 0
Caldo 50% 0 0 0 0
Caldo 25% 0 20 72 92

Figura 4 - Germinacdo de semente de Cucumis sativus em 12, 24, 36 e 48 horas no tratamento
com testemunha (agua) e caldo bruto.

TESTEMUNHA

CALDO BRUTO

Fonte: autor

Pes et al., (2016) demostraram resultados para a producdo de bioherbicidas com
Diaporthe sp., onde foram encontrados resultados de porcentagem de inibicdo da germinacéo
de 100% nas sementes de Glycine max, C. sativus, Triticum aestivum, Oryza sativa, Lolium
multiflorum e Sorghum halepense. Ja Phattanawasin et al. (2006) ao testarem metabdlitos de
Aspergillus fischeri, observaram que esse inibiu na ordem de 100% a germinacdo de
Echinochloa crus-galli [L.] e Mimosa pigra Linn.

O controle por meio de um bioherbicida pré-emergente, possibilitou a reducdo na
emergéncia e na competicdo, principalmente na fase inicial do estabelecimento da cultura,
propiciando ainda ao longo do tempo a reducdo no banco de sementes. A caracteristica de
controle sobre distintas familias de plantas, bem como diferentes espécies, é considerada
benéfica, do ponto de vista agrondmico, pois a campo aparecem muitas espécies de plantas

daninhas e ndo apenas uma espécie isolada (Pes et al., 2016).
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3.1.1 Embebicao de sementes e atividade de a-amilase

A embebicdo das sementes de C. sativus foi inibida pela aplicacdo do caldo de Fusarium
fujikuroi de maneira dependente da concentracdo ( Figura 5). No controle, a embebicdo das
sementes aumentou progressivamente com o tempo de embebicéo. Todas as concentracdes do

caldo de Fusarium fujikuroi testadas mostraram inibicdo da embebicéo das sementes.

Figura 5 - Efeitos do caldo de Fusarium fujikuroi na embebicdo de sementes de Cucumis

sativus.
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Fonte: autor

Durante a germinacdo, a atividade da o-amilase desempenha um papel importante na
decomposicdo de carboidratos armazenados em agucares sollveis para 0 crescimento
sustentavel das plantulas até que esta possa fotossintetizar o suficiente para se autossustentar
(Kato-Noguchi et al., 2010). Por essa razdo, para entender o efeito do mecanismo na inibicéo
da germinacéo das sementes, a atividade da a-amilase foi analisada.

Mudangas na atividade da a-amilase em sementes de Cucumis sativus ap0s 0s
tratamentos sdo mostradas na Figura 6. A atividade da a-amilase das sementes aumentou nas
concentracdes onde houve a germinacdo. No tratamento controle onde se utilizou agua
percebeu-se a maior atividade de a-amilase. Isso estd correlacionado com a germinagdo das
sementes que foi de 100% ap0s as 48 horas. A aplicacdo do caldo fermentado em todos os

tratamentos aumentou inicialmente a inducdo da atividade da a-amilase em até 12 horas. A


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/imbibition
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/imbibition
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alpha-amylase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alpha-amylase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alpha-amylase
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669012002634#fig0010
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alpha-amylase
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partir das 24 horas percebe-se uma diminuicdo da atividade nos tratamentos de 25, 50, 75 e
100% respectivamente.

O efeito da atividade da a-amilase sofreu variacdo em cada tratamento. Com o aumento
da concentracdo nota-se uma diminuicdo apds as 36 horas. Isso pode ser explicado pelo fato
desses tratamentos (75%, 50% e caldo bruto) inibirem 100 % a germinagdo. Os resultados
correlacionam a atividade herbicida do fungo com o efeito inibitorio da a-amilase, onde o efeito
dos metabdlitos de Fusarium fujikuroi podem ser atribuidos a diminuig¢ao das atividades da a-

amilase.

Figura  6- Efeitodo caldo de Fusarium  fujikuroi na atividade o-
amilase de sementes de Cucumis sativus.
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Fonte: autor

3.2 Bioensaio em Pré-emergéncia em Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus

Nesta etapa foi testado o poder herbicida do caldo bruto de Fusarium fujikuroi na
germinacdo de sementes de duas plantas daninhas Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus
(Figura 7). A avaliacdo demonstrou que existe um efeito herbicida no caldo bruto contendo os
metabolitos de Fusarium fujikuroi, para as espécies de plantas daninhas em relacdo a

porcentagem de germinacéo (Tabela 7).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alpha-amylase
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Tabela 7- Porcentagem de germinag@o na primeira e segunda contagem de Bidens pilosa e
Amaranthus retroflexus para cada tratamento em cdmara de germinacéo.

Bidens pilosa Amaranthus retroflexus
Tratamentos
1°contagem 2°contagem 1°contagem 2° contagem
Testemunha (agua) 55 75 50 65
Caldo Bruto (100%) 0 0 0 0

O caldo bruto de Fusarium fujikuroi apresentou efeito inibitorio de 100% na germinacgao
de Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus na primeira e segunda contagem, diferente da
testemunha (&dgua) onde houve 25% de inibicdo da germinacdo para Bidens pilosa e 35%
Amaranthus retroflexus (Figuras 7 e 8) ap6s a segunda contagem. Assim 0s resultados
apresentados na Tabela 7, mostram que os tratamentos foram eficientes evitando a germinacéo
de ambas plantas daninhas. Esses resultados séo corroborados por Daniel Jr. et al. (2018), onde
utilizando o mesmo fungo (Fusarium fujikuroi) foram obtidos aproximadamente 59% e 52%
de inibicdo da germinacdo de Cucumis sativus e Sorghum bicolor, respectivamente.

Figura 7- Inibicdo da germinacdo de Amaranthus retroflexus 10 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos.

Testemunha

Fonte: Autor

Figura 8- Inibicdo da germinacdo de Bidens pilosa 10 dias apds a aplicacdo dos tratamentos.

Testemunha

Fonte: Autor
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Resultados semelhantes foram relatados por outros autores com diferentes fungos,
Todero et al. (2018a) ao testarem o fungo Phoma sp., encontraram 100% de inibicdo de
germinacdo para Cucumis sativus,100% para Bidens pilosa e 100% para Amaranthus
retroflexus. Brun et al. (2016) utilizando o fungo Phoma sp., encontraram inibicdo na
germinacdo de Cucumis sativus e Sorghum bicolor de 100%. Estes resultados demonstram que
a utilizagdo de metabdlitos de Fusarium fujikuroi possuem um amplo espectro de acao herbicida
em pré-emergéncia. Pes et al. (2016) demostraram resultados para a producdo de herbicidas
com Diaporthe sp., onde foram encontrados resultados de porcentagem de inibicdo da
germinacédo de 100% nas sementes de G. max, C. sativus, T. aestivum, O. sativa, L. multiflorum
e S. halepense, sendo que as sementes foram consideradas ndo germinadas quando néo
apresentaram a protusao radicular. Ja Phattanawasin et al. (2006) utilizando metabélitos de
Aspergillus fischeri, inibiu na ordem de 100% a germinacdo de Echinochloa crus-galli e
Mimosa pigra Linn.

O controle por meio de um herbicida pré-emergente, possibilita uma reducdo na
emergéncia e na competicdo, principalmente na fase inicial do estabelecimento da cultura,
propiciando ainda ao longo do tempo a reducdo no banco de sementes. A caracteristica de
controle sobre distintas familias de plantas, bem como diferentes espécies, € considerada
benéfica, do ponto de vista agrondmico, pois em campo predominantemente ocorre um

complexo de plantas daninhas e ndo apenas uma espécie isolada (Pes et al., 2016).

3.3 BIOENSAIO POS-EMERGENCIA EM Cucumis sativus

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados das avaliacGes das plantas de Cucumis
sativus apds a aplicacdo das formulacdes (1 a 14), com efeitos significativos em alguns
tratamentos quanto a fitotoxidade das plantas. Convém ressaltar que para cada formulacao
utilizou-se uma testemunha substituido o caldo por agua destilada. Quando analisado o0s
primeiros testes de 1 a 4 onde foram testadas diferentes concentragdes de 6leo de palma, Span®
80 e Tween® 80 com diferentes niveis de equilibrio hidrofilo lipofilo (EHL), o tratamento que
apresentou melhor resultado foi a formulagio 3 (60%) com maior concentracio de Tween® 80
e maiores equilibrio hidrofilo lipofilo. Essas plantas apresentaram injuria mais duradoura, sem
recuperacdo, apresentando efeito moderado (Figura 9).

A absorcdo dos herbicidas aplicados sobre as plantas é principalmente através da

cuticula das células da epiderme foliar. A cuticula é composta por trés camadas, a mais externa
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é composta por ceras epicuticulares, com caracteristicas lipofilicas, a camada intermediaria
matriz de cutina, com caracteristicas hidrofilicas e a camada mais interna formada por ceras
imersas na matriz de cutina, de caracteristicas lipofilicas (Carvalho, 2013). Assim, os herbicidas
lipofilicos penetram através da cuticula por difusdo molecular simples, através da camada
cerosa. Os herbicidas hidrofilos (alto valor de EHL) também sdo capazes de entrar na planta
pela superficie da cuticula por difusdo simples, porém essa permeabilidade é reduzida devido
a0 seu baixo particionamento (Hess; Foy, 2000).

O resultado positivo do tratamento 3, pode estar relacionado com o alto valor de EHL
(15). Segundo Weaver et al. (2009) o valor do EHL de um adjuvante pode aumentar a
bioatividade de um bioherbicida e melhorar as propriedades quimicas de uma formulacéo.
Formulaces com valores de EHL de médio a alto podem ser mais eficientes, ja que sdo
absorvidas e aumentam a hidratagdo da cuticula, favorecendo a permanéncia de herbicidas
hidrofilicos sobre as folhas, 0 que aumenta a velocidade de difusdo de herbicidas em um
gradiente de concentracdo constante (Hess; Foy, 2000).

Percebe-se que a formulagio apenas com 6leo de palma e Span® 80, ndo favoreceram a
absorcdo dos compostos fitotoxicos pela planta de Cucumis sativus, como observado no
tratamento 2, o qual apresentou menor fitotoxidade (20%), sendo necessaria a presenca do

Tween® 80.

Tabela 8- Resultados das avaliacGes de fitotoxidade das plantas de Cucumis sativus apés a
aplicacdo das formulacgdes.

Fitotoxidade
Formulacdes Tratamento Controle

% %
01 20 0
02 20 20
03 60 10
04 50 30
05 0 0
06 100 0
07 0 0
08 30 10
09 0 0
10 10 0
11 0 0
12 40 10
13 0 0
14 40 0




71

Figura 9- Comparagdes das formulacdes.
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Fonte: autor

com o caldo bruto observa-se para ambos que o uso de apenas o adjuvante + caldo bruto nédo
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apresenta fitotoxidade, porém ao utilizar o adjuvante + Tween® 80 + caldo bruto todos
apresentaram fitotoxidade. O tratamento que apresentou maior porcentagem de fitotoxidade em
plantas de Cucumis sativus foi o tratamento 06 (100%) apresentando efeito total: destruicéo
completa da cultura. Quanto ao menor potencial fitotoxico foi encontrado nos tratamentos 5, 7,
9, 11 e 13 (0%) que se apresentou sem efeito: injdria ou reducdo (Figura 9).

O Silwet L-77 apresentou maior compatibilidade com o caldo bruto, causando morte
total da planta quando usado juntamente com o Tween® 80 (tratamento 6) como observado na
Figura 9 e Tabela 8 o Silwet L-77 é um surfactante ndo iénico, organosiliconado, & base de um
trisiloxano etoxilado (Ivanova et al., 2017), usado para melhorar a penetracdo cuticular
das superficies das plantas (Hu et al., 2010). Os surfactantes trisiloxanos sdo amplamente
utilizados em aplicacBes de pesticidas agricolas devido as suas caracteristicas favoraveis de
molhabilidade, espalhabilidade, adesividade e penetracdo (Michel et al., 2016). Os adjuvantes
Assist, Aureo e Nimbus pertecentes a classe dos hidrocarbonetos alifaticos apresentaram menor

compatibilidade com o caldo bruto, com menores efeitos fitotdxicos.

3.4 BIOENSAIO POS-EMERGENCIA EM Bidens pilosa

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados das avaliacdes das plantas de Bidens pilosa
apos a aplicacdo das formulacdes. Ressalva-se que para cada formulacdo utilizou-se um
controle substituindo o caldo fermentado por agua. Esse controle foi utilizado como forma
comparativa da fitoxidade.

O uso de adjuvantes aumentou a eficiéncia do bioherbicida em algumas formulacdes
especificas. Os resultados mostram que houve efeitos significativos em alguns formulados
quanto a fitotoxidade das plantas (Tabela 9). Dentre os produtos testados, 0 que apresentou
maior fitotoxidade foi o formulado 20 diferindo dos demais, quando comparado com seu
controle (Figura 10), evidenciado que a menor concentracio de adjuvante e Tween® 80 o que
torna a formulagcdo mais eficiente, destaca-se que neste ensaio foi utilizado 0,01 ml Silweet L-
77 e 0,1 ml de Tween® 80. Os sintomas observados foram pontuacdes cloréticas nas folhas,
amarelamento e alteracdo no crescimento. A formulacdo que apresentou menor potencial
fitotoxico foi a 15 utilizando uma menor concentracdo de adjuvante Aureo (0,01 ml) e Tween®
80 (0,01 ml) (Figura 11).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bioherbicide
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Tabela 9 - Resultados das avaliagdes das plantas de Bidens pilosa apds a aplicacdo das
formulagGes com adjuvantes.

Fitotoxidade
Formulagtes Tratamento Controle
% %
Agua Destilada 0 0
Bioherbicida concentrado 10 10
15 0,00 0,00
16 100 70
17 10 0
18 100 60
19 80 20
20 90 0
21 100 60
22 100 20
23 100 40
24 100 40

Sintomas semelhantes como manchas escuras, necrose, clorose foram observadas por
Daniel Jr et al (2018) ao testar caldo sem células de Fusarium fujikuroi em folhas destacadas
de Cucumis sativus. Em trabalho recente foram testados a associacéo de adjuvantes com filtrado
de cultura de Fusarium fujikuroi para aumentar o controle de Conyza sp., os resultados
desmonstraram que a combinacdo adequada de adjuvantes em associacdo com filtrado de
cultura de F. fujikuroi aumentou até 2,5 vezes a eficiéncia do bioherbicida no controle pés-
emergéncia de Conyza sp., e ocasionou danos irreversiveis as plantas testes (Daniel Jr et al.,
2020).

Figura 10- Maior potencial fitotéxico da planta Bidens pilosa aplicando o formulado 20.
Controle (A) e Tratamento (B).

Fonte: autor
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Figura 11 - Menor potencial fitotoxico da planta Bidens pilosa em funcdo da aplicagdo do
formulado 15. Controle (A) e Tratamento (B).

Fonte: autor

Ao utilizar a pulverizacdo de apenas filtrado de cultura de Phoma sp. Todero et al.,
(2018) relatou sintomas como escores de clorose nas folhas, amarelecimento e crescimento
alterado em C. sativus. No entanto, os autores descreveram que o0 uso de adjuvantes foi
fundamental para aumentar a eficiéncia do bioherbicida obtido de Phoma sp. nas plantas de C.
Sativus, apresentando efeitos severos levando a cultura proxima da destruicéo total.

LesGes como amarelecimento e necrose leves em folhas destacadas de C. sativus e S.
bicolor foram relatadas com o uso de caldo produzido por fermentacdo submersa
com Phoma sp. (Brun et al., 2016). Berner et al., (2005) descreveram que um dos sintomas
fitotoxicos causados por fungos do género Cercosporella sdo pequenas manchas marrons nas
folhas. Essas manchas muitas vezes se unem resultando em necrose de muitas das folhas e
morte da planta hospedeira. Os efeitos de mancha foliar seguido de amarelecimento também
foram descritos por Yandoc et al., (2005) ao analisarem o potencial de biocontrole e os efeitos
de Bipolaris sacchari e Drechslera gigantea, fungos patogénicos, em Imperata cylindrica.

Na maioria dos formulados foi observado que o uso dos adjuvantes + Tween® 80 + caldo
causou injuria na gema apical. Esta injdria causa a paralizacdo do crescimento das plantas.
Segundo Mello et al. (2003) as toxinas produzidas por fungos podem induzir nas plantas
sintomas como clorose, murcha, encharcamento e alteracdo no crescimento, caracteristicas
essas visualizada nos experimentos. Convém ressaltar que o uso dos adjuvantes foi fundamental
para 0 aumento da eficiéncia do bioherbicida obtido da fermentacdo de Fusarium fujikuroi
sobre as plantas de Bidens pilosa.

A paralizacdo do crescimento, também foi observada por Weissmann et al., (2003) ao
avaliarem o potencial de controle de isolados bacterianos em plantas daninhas. Para Gronwald
et al., (2002) a paralizacdo do crescimento de haste é um fator importante na definicdo do
bioherbicida, sendo que em seus resultados obtiveram reducdo em 31% na altura das plantas e

a reducdo dos nimeros de plantas vivas ao final do experimento.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818117305479#bib8
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Quando comparamos os dois adjuvantes utilizados, o Silwet L-77 + o Tween® 80
apresentaram maior compatibilidade com o caldo bruto causando danos irreversiveis a planta
(Figura 12). O Silwet L-77 é um surfactante ndo idnico, organosiliconado, & base de um
trisiloxano etoxilado (Ivanova et al., 2017), usado para melhorar a penetracdo cuticular
das superficies das plantas (Hu et al., 2010). Os surfactantes trisiloxanos sdo amplamente
utilizados em aplicagbes de pesticidas agricola devido as suas caracteristicas favoraveis de
molhabilidade, espalhabilidade, adesividade e penetracdo (Michel et al., 2016).

Um bioherbicida em muitos casos ndo ird necessariamente causar o0 mesmo efeito que
um herbicida quimico, causando mortalidade nas plantas. No entanto, ele tem o potencial
através da infeccdo e do retardo no crescimento de mudas de plantas daninhas fornecer
vantagem competitiva para as culturas (Hetherington et al., 2002).



Figura 12 — Sintomas fitotoxicos da planta Bidens pilosa em funcdo da aplicacdo dos formulados 15 a 24. 76
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3.4.1 Densidade

A Tabela 10 apresenta os valores de densidade a 25°C para os formulados de 15 a 24.
Para todas as formulagdes, independente do tratamento e controle, ndo houve diferenca
significativa entre os valores de densidade.

Observou-se que os valores encontrados para o controle foram todos proximos a
densidade da agua (0,9986 g cm™), quanto ao tratamento os valores foram bem préximos ao
bioherbicida concentrado. Porém, a magnitude desta alteracdo foi pequena, em virtude das
concentracdes empregadas, concordando com os dados apresentados por Matuo et al. (1989),
quando estudaram os efeitos de alguns adjuvantes nas propriedades fisicas do liquido, onde as
alteracBes na densidade ocorreram nas duas Ultimas casas decimais. O menor valor de densidade

encontrado foi na formulagdo 17 (1,0077 g cm) e o maior para a formulagdo 23 (1,0179 gcm?).

Tabela 10 — Densidade a 25°C nas diferentes formulacdes

Formulagéo Densidade g cm?®
Tratamento Controle
Agua Destilada 0,9948
Caldo Bruto 1,0126
15 1,0078 0,9991
16 1,0107 1,0036
17 1,0077 0,9991
18 1,0111 1,0033
19 1,0098 1,0014
20 1,0080 0,9996
21 1,0139 1,0039
22 1,0140 0,9988
23 1,0179 1,0038
24 1,0160 1,0020
3.4.2 Tensao Superficial

Inicialmente foram verificados os valores das tensdes superficiais do caldo e da agua,
apresentando valores de 51,16 mN m e 59,30 mN m, respectivamente. Quando comparados
os valores de tensdo superficial obtidos nas formulacGes para os tratamentos e controles (Tabela
11), é possivel verificar um acentuado decréscimo nos valores em funcdo da adi¢cdo de

surfactantes na calda.
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Tabela 11 — Tenséo superficial para as diferentes formulagdes

Formulagdo Tensdo Superficial mN m™
Tratamento Controle
Agua Destilada 59,30
Caldo Bruto 51,16
15 23,39 39,01
16 24,59 38,30
17 26,36 35,80
18 24,98 38,18
19 27,55 34,91
20 23,27 28,82
21 25,09 31,54
22 22,07 23,32
23 24,80 28,09
24 26,36 28,26

Todas as formulag¢6es houve diferenca entre as formulagdes e o tratamento e o controle
para a tensdo superficial (Tabela 11). Convém ressaltar que todos os formulados apresentaram
menores valores para as tensdes superficiais, quando comparado caldo bruto e com a agua
(testemunha), sendo uma caracteristica desejavel sob o ponto de vista da tecnologia de aplicacéo
(Antuniassi & Boller, 2011; Caitano et al., 2016).

A reducdo da tensdo superficial favorece a molhabilidade, o espalhamento e absorcao
dos produtos fitossanitarios, além de conferir maior tenacidade as suas moléculas ativas,
reduzindo também sua taxa de biodegradacdo ou fotodegradagédo (Martins et. al., 2009; lost &
Raetano, 2010).

4. CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que as formulacdes sdo uma etapa importante no
desenvolvimento de um bioherbicida com metabdlitos de fungos. A partir dos resultados
encontrados nesse trabalho concluimos que o caldo de Fusarium fujikuroi ¢ uma fonte
pontencial de herbicida biol6gico. Apresentando resultados otimistas tanto para pré emergéncia
e p6s emergéncia. O uso de adjuvantes nas formulac6es potencializou o efeito bioherbicida de
Fusarium, e a utilizagdo do Tween®80 e Silwet L-77 foram fundamentais para a eficacia dos

formulados.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

5.1 DISCUSSAO GERAL

A busca por novas espécies de fungos que possam produzir exopolissacarideos ainda
é necessaria, principalmente no que se refere a aplicabilidade agricola ainda pouco explorada.
A utilizacdo de exopolissacarideos produzidos por fungos pode resultar em um produto seguro,
natural e mais sustentavel e tem impacto significativo no desenvolvimento de novos produtos.
Existem muitos relatos na literatura cientifica sobre as diversas aplicabilidades dos
exopolissacarideos fungicos, mas sua capacidade de aplicagdo em areas agricolas ainda é pouco
estudada, devido a isso se faz importante o estudo do potencial herbicida e sua relagdo aos
exopolissacarideos.

Quanto aos principais resultados obtidos neste trabalho ao avaliar 0s
exopolissacarideos no caldo fermentado com o fungo Fusarium fujikuroi este apresentou
resultados importantes, onde o caldo bruto alcangou uma producdo méaxima de
exopolissacarideos de 5,94 g/L de EPS. Outro aspecto importante € quanto as tecnologias
utilizadas para concentrar os exopolissacarideos. Estes foram concentrados até 2 vezes pelo
método de concentracdo por liofilizacdo, chegando a 10,64 g /L. As membranas apresentaram
um aumento consideravel quando comparadas ao caldo bruto, com concentracdo maxima de
9,6 g/ L comUP 150 e 9,18 g / L com UP005, ambas na fracdo de retido. Para a evaporacéo,
as concentracOes foram inferiores as obtidas por outras tecnologias (7,78 g/L, 40°C). Percebeu-
se também que a concentracdo de exopolissacarideos altera a tensdo superficial e
consequentemente a atividade herbicida, uma vez que quando essas concentracdes aumentam,
a atividade bioherbicida aumenta e a tensdo superficial diminui.

Ao realizar os testes em pds emergéncia para avaliar a eficacia da atividade herbicidas
dos exopolissacarideos do caldo fermentativo de Fusarium fujikuroi em Cucumis sativus 0s
resultados foram promissores. As plantas Cucumis sativus apresentaram sintomas como necrose
(5,85%), clorose (16,66%) e leve despigmentacdo (77,79%) nas folhas. Porém, ao avaliar 0s
diferentes métodos de concentracdo, os melhores resultados foram obtidos com a liofilizacéo.
Os resultados de fitotoxicidade confirmam que hd um aumento no poder herbicida quando a
concentracdo de exopolissacarideos é aumentada. Consequentemente, esses métodos sao
eficientes, permitindo a concentracéo e possibilitando a maximizacéo do efeito herbicida.

Também foram avaliados testes em pré emergéncia. Inicialmente estes testes foram

realizados sob a germinagéo de Cucumis sativus onde obteve-se resultados promissores uma
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vez que quando testado a eficicia do caldo bruto, caldo em 75% e 50% de Fusarium fujikuroi
teve-se 100% de inibicdo da germinacdo. Posteriormente foram testados o potencial na inibi¢do
da germinacgdo em Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus. A avaliagdo demonstrou que existe
um efeito herbicida no caldo bruto contendo metabdlitos de Fusarium fujikuroi, para as espécies
de plantas daninhas em relacéo a porcentagem de germinagéo.

Juntamente com os testes em pré emergéncia foram avaliados a embebicdo das
sementes ¢ a atividade da a-amilase em cada tratamento. No controle, a embebicdo das
sementes aumentou progressivamente com o tempo de embebicdo. Todas as concentragdes do
caldo de Fusarium fujikuroi testadas mostraram inibicdo da embebicdo das sementes. Com o
aumento da concentracdo de caldo houve uma diminuicdo da atividade da a-amilase apds as
36 h. Isso pode ser explicado pelo fato desses tratamentos (75%, 50% e caldo bruto) inibirem
100 % a germinag&o. Os resultados correlacionam a atividade herbicida do fungo com o efeito
inibitério da a-amilase, onde o efeito dos metabdlitos de Fusarium fujikuroi podem ser
atribuidos a diminuicdo das atividades da a-amilase.

Neste estudo, a necessidade de uma combinacéo correta de adjuvantes para aumentar a
a atividade herbicida do filtrado da cultura foi demonstrada. A fim de avaliar o efeito herbicida
do caldo bruto de Fusarium fujikuroi em pds emergéncia inicialmente foram utilizadas plantas
de Cucumis sativus. Foram realizados testes preliminares avaliando as melhores formulacGes
descritas por Todero et al., (2018b) e Daniel Jr. (2017), onde utilizaram 6leo de palma, Span®
80 e Tween® 80 com diferentes niveis de Equilibrio Hidréfilo Lipofilo. A partir dos resultados
obtidos neste primeiro teste foram avaliados os melhores resultados utilizando Tween® 80
juntamente com adjuvantes comerciais que foram utilizados em uma proporc¢éo de 0,1% V/V.

Ao testar diferentes concentragdes de 6leo de palma, Span® 80 e Tween® 80 com
diferentes niveis de Equilibrio Hidrofilo Lipéfilo, o tratamento que apresentou melhor resultado
foi a formulagio 3 (60%) com maior concentragdo de Tween® 80 e maior equilibrio hidréfilo
lipéfilo. Segundo Weaver et al. (2009) o valor do EHL de um adjuvante pode aumentar a
bioatividade de um bioherbicida e melhorar as propriedades quimicas de uma formulacéo.
Formulagdes com valores de EHL de médio a alto podem ser mais eficientes, ja que sdo
absorvidas e aumentam a hidratacdo da cuticula, favorecendo a permanéncia de herbicidas
hidrofilicos sobre as folhas, 0 que aumenta a velocidade de difusdo de herbicidas em um
gradiente de concentracdo constante (Hess; Foy, 2000).

Na utilizacdo dos produtos comerciais juntamente com o caldo bruto observa-se para

ambos que o0 uso de apenas o adjuvante + caldo bruto ndo apresentou fitotoxidade, porém ao
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utilizar o adjuvante + Tween® 80 + caldo bruto todos apresentaram porcentagem de
fitotoxidade. Ao testar o potencial herbicida dos metabdlitos de Fusarium fujikuroi em Bidens
pilosa os resultados foram promissores. Testando os diferentes adjuvantes comerciais o Silwet
L-77 apresentou maior compatibilidade com o caldo bruto, levando a lesGes irreversiveis. Um
bioherbicida em muitos casos nao ira necessariamente causar 0 mesmo efeito que um herbicida
quimico, causando mortalidade nas plantas. No entanto, ele tem o potencial através da infeccéo
e do retardo no crescimento de mudas de plantas daninhas para fornecer vantagem competitiva
para as culturas (Hetherington et al., 2002).

5.2 CONCLUSOES GERAIS

Com os resultados obtidos neste trabalho sobre a formulacdo e aplicacdo de metabdlitos
produzidos por Fusarium fujikuroi com acao bioherbicida foi possivel concluir que:

e O fungo Fusarium fujikuroi pode ser considerado um bom produtor de
exopolissacarideos;

e Aliofilizagdo, as membranas e evaporagéo séo tecnologias eficientes para concentracéo
dos exopolissacarrideos;

e A concentracdo de exopolissacarideos diminui a tenséo superficial e consequentemente
melhora a atividade herbicida;

e Nos testes realizados em pré emergéncia os resultados foram pormissores uma vez que
o caldo contendo Fusarium fujikuroi apresentou 100% de inibicdo na germinacdo em
Cucumis sativus, Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus;

e Quanto a embebicao da semente todas as concentracfes do caldo de Fusarium fujikuroi
testadas mostraram inibicdo da embebicdo das sementes;

e Ao relacionar o efeito da atividade da a-amilase com a inibi¢do de germinacdo conclui-
se que os resultados correlacionam a atividade herbicida do fungo com o efeito inibitorio
da a-amilase, onde o efeito dos metabdlitos de Fusarium fujikuroi podem ser atribuidos
a diminuicdo das atividades da a-amilase;

e O caldo bruto contendo metabélitos de Fusarium fujikuroi quando formulado utilizando
junto com adjuvantes e Tween® 80 apresentou maior fitotoxidade;

e E quando comparamos o Aureo e Silwet L-77 como adjuvante, o Silwet L-77 + 0

Tween® 80 apresentou melhor resultados quando utilizado com o caldo bruto.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apb6s o desenvolvimento dos experimentos propostos na Tese e das conclusdes
atingidas, a lista a seguir foi elaborada a fim incentivar novas pesquisas no assunto:

e Bioensaios em outras plantas daninhas;

e Testes como: Integridade da membrana e Peroxidacéo lipidica;

e Interacdo do bioherbicida e produto sintético;

e Aplicagdo em campo com testes nas culturas em soja, milho e trigo.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABDELRASOUL, A. et al. The effect of contaminated particle sphericity and size on
membrane fouling in cross flow ultrafiltration. Environmental Technology, v. 39, p. 203-220,
2017.

ABOUZIENA, H. F; HAGGAG, W. M. Weed Control in Clean Agriculture: A Review - Planta
Daninha, Vigosa-MG, v. 34, n. 2, p. 377-392, 2016.

ABU-DIEYEH, M. H.; SHAHEEN, I.; WATSON, A. K. Effect of plant age and turfgrass
competition on the efficacy of the Sclerotinia minor granular bioherbicide on broadleaf plantain
andprostrate knotweed. Biocontrol Science Technology, v. 20, n. 2, p. 213-226, 2010.

ADEBAYO-TAYO, B,; ISHOLA, R.; OYEWUNMI, T. Characterization, antioxidant and
immunomodulatory potential on exopolysaccharide produced by wild type and mutant
Weissella confusa strains. Biotechnology Reports, v.19, e00271, 2018.

ADEGAS, F. S. et al. Impacto econdmico da resisténcia de plantas daninhas a herbicidas no
Brasil. Circular Técnico, Embrapa Londrina, PR, 2017.

AGOSTINETTO, D.; VARGAS, L. Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas. In:
AGOSTINETTO, D.; VARGAS, L. (Ed.). Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas no
Brasil. Pelotas: Editora UFPel, p. 9-32, 2014.

AHN, B. et al. Enhancement of Colletotrichum coccodes virulence by inhibitors of plant
defense mechanisms. Biocontrol Science Technology, v. 15, p. 299-308, 2005.

ARAUJO, W. L. et al. Diversity of endophytic bacterial populations and their interaction with
Xylella fastidiosa in citrus plants. Applied and Environmental Microbiology. v. 68, n. 10, p.
4906-4914, 2002.

ARNDT, B. et al. A Fungal N-Dimethylallyltryptophan metabolite from Fusarium fujikuroi.
ChemBioChem, v. 18, p. 899-904, 2017.

ASH, G. J. The science art business of successful bioherbicides. Biological Control, v. 52, p.
230-40, 2010.

ATES, O. Systems Biology of Microbial Exopolysaccharides Production. Front Bioeng
Biotechnol, v. 3, p. 1-16, 2015.

AYBEKE, M. Fusarium infection causes genotoxic disorders and antioxidant-based damages
in Orobanche spp. Microbiological Research, v. 201, p. 46-51, 2017.



86

BAILEY K.L. The Bioherbicide Approach to Weed Control Using Plant Pathogens. In: Abrol,
D.P., Ed., Integrated Pest Management: Current Concepts and Ecological Perspectives,
Elsevier, San Diego, p. 245-266, 2014.

BAILEY, K. L. Canadian innovations in microbial biopesticides. Canadian Journal of Plant
Pathology, v. 32, p. 113-121, 2010.

BAILEY, K. L. Determining the infection process of Phoma macrostoma that leads to
bioherbicidal activity on broadleaved weeds. Biological Control, v. 59, p. 268-276, 2011.

BAILEY, K. L. et al. The effects of Phoma macrostoma on nontarget plant and target weed
species. Biological Control, v. 58, 379-386, 2011.

BAKER, R. W. et al. Membrane separation systems, Park Ridge, EUA, Noyes, 1991.

BAKER, R. W. Membrane technology and applications. John Wiley & Sons, Ltd. Third
Edition. Menlo Park, California. 2012. Disponivel em:
<http://onlinelibrary.wiley.com/book/10.1002/9781118359686> Acesso em: 17 nov. 2018.

BAKR E. A new software for measuring leaf area, and area damaged by Tetranychus urticae
Koch. Journal of Applied Entomology, v. 129, p.173-175, 2005.

BALDASSO, C. Concentracao, purificacao e fracionamento das proteinas do soro lacteo
atraves da tecnologia de separacédo por membranas. 2008. 179 p. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Quimica) Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto alegre, 2008.

BASTIAANS, L.; PAOLINI, R.; BAUMANN, D.T. Focus on ecological weed management:
what is hindering adoption? European Weed Research Society, v. 48, p. 481-491, 2008.

BASTOS, B.O. et al. Solid-state fermentation for production of a bioherbicide from Diaporthe
sp. and its formulation to enhance the efficacy. 3Biotech, v. 7, n. 2, p. 135, 2017.

BASTRZYK, J.; GRYTA, M. Separation of post-fermentation glycerol solution by
nanofiltration membrane distillation system. Journal Desalination Water Treatment, v. 53,
p. 319-329, 2015.

BORTOLUZZI, A.C. et al. Dairy wastewater treatment using integrated membrane systems.
Journal of Environmental Chemical Engineering, v. 5, p. 4819-4827, 2017.

BOURDOT, G. W. et al. Chondrostereum purpureum and Fusarium tumidum independently
reduce regrowth in gorse (Ulex europaeus). Biocontrol Science Technology, v. 16, p. 307-
327, 2006.

BOWLING, A. J. et al. Immunohisto chemical investigation of the necrotrophic phase of the
fungus Colletotrichum gloeosporioides in the biocontrol of hemp sesbania (Sesbania exaltata;
papilionaceae). American Journal of Botany, v. 97, p. 1915-1925, 2010.

BOYETTE, C. D., HOAGLAND, R. E. Bioherbicidal potential of Xanthomonas campestris for
controlling Conyza canadensis. Biocontrol Science Technology, v. 25, n. 2, p. 229-237, 2015.

BOYETTE, C. D.; HOAGLAND, R. E. Biological control of hemp sesbania (Sesbania
exaltata) and sicklepod (Senna obtusifolia) in soybean with anthracnose pathogen mixtures.
Weed Technology, v. 24, p. 551-556, 2010.

BOYETTE, C.D. et al. Redvine (Brunnichia ovata) and trumpetcreeper (Campsis radicans)
controlled under field conditions by a synergistic interaction of the bioherbicide, Myrothecium
verrucaria, with glyphosate. Weed Biology and Management, v. 8, p. 39-45, 2008.


http://onlinelibrary.wiley.com/book/10.1002/9781118359686

87

BRANS, G. et al. Membrane fractionation of milk: state of the art and challenges. Journal of
Membrane Science, v. 243, n. 2, p. 263-272, 2004.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Regras para analise de
sementes / Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de Defesa
Agropecudria. — Brasilia: Mapa/ACS, 2009. 399 p.

BRUN, T. et al. Production of bioherbicide by Phoma sp. in a stirred-tank bioreactor. 3Biotech,
v. 6, n. 2, p. 230, 2016.

CARBONARI, C. A. et al. Efeito de surfactantes e pontas de pulveriza¢cdo na deposicao de
calda de pulverizacdo em plantas de grama-seda. Planta Daninha, v. 23, n. 4, p. 725-729, 2005.

CARNIEL, N. et al. Desolventizing of Jatropha curcas oil from azeotropes of solvents using
ceramic membranes. Environmental Technology, v. 38, p. 2928-2938, 2017.

CARPENTER, J. F./ 1ZUTSU, K.; RANDOLPH, T. W. Freezing- and drying-induced
perturbations of protein structure and mechanisms of protein protection by stabilizing additives,
Freezing-Drying / Lyophilization of Pharmaceutical and Biological Products, edited by
Louis Rey, 1999.

CARVALHO, L. B. de. Plantas Daninhas. Lages, SC, 2013, 82 p.
CARVALHO, L. B. Herbicidas. 1. ed., Lages, SC, 2013. 62 p.

CASTRO, A. M.; FERREIRA, J.R. Producéo, propriedades e aplicacdo de celulases na
hidrolise de residuos agroindustriais. Quimica Nova, v. 33, n. 1, p.181-188, 2010.

CHAPLA, V. M.; BIASETTO, C. R.; ARAUJO, A. R. Fungos endofitios: Uma fonte
inexploravel e sustentavel de novos e bioativos produtos naturais. Revista Virtual de Quimica,
v. 5, n. 3, 2013.

CHARUDATTAN, R. Biological control of weeds by means of plant pathogens: Significance
for integrated weed management in modern agro-ecology. BioControl, v. 46, p. 229-260, 2001.

CHARUDATTAN, R. The Mycoherbicide Approach with Plant Pathogens. Microbial Control
of Weeds, p. 24-57, 1991.

CHEN, L. et al. Production, structure and morphology of exopolysaccharides yielded by
submerged fermentation of Antrodia cinnamomea. Carbohydrate Polymers, v. 205, p. 271-
278, 2019.

CHEN, Y. et al. Structural characterization and antioxidant properties of an exopolysaccharide
produced by the mangrove endophytic fungus Aspergillus sp. Y16. Bioresource Technology,
v. 102, p. 8179-8184, 2011.

CHERYAN, M. Ultrafiltration and Microfiltration Handbook. Lancaster: Technomic
Publishing Company, llinois, 1998. 552 p.

CHIKOWO, R. et al. Integrated Weed Management systems allow reduced reliance on
herbicides and long-term weed control. Agriculture, Ecosystems and Environment, v. 132,
p. 237-242, 2009.

CHOUDHURY, P. P. et al. Herbicide Use in Indian Agriculture. ICAR-Directorate of Weed
Research, Jabalpur, Madhya Pradesh, India, 2016, 110 p.

CHRISTOFFOLETI, P. J. et al. Aspectos de Resisténcia de Plantas Daninhas a Herbicidas.
4 ed. Piracicaba: Associacdo Brasileira de A¢do a Resisténcia de Plantas aos Herbicidas-
HARAC-BR, 2016, p. 262.



88

CHRISTOFFOLETI, P.J.; LOPEZ-OVEJERO, R.F. Resisténcia das plantas daninhas a
herbicidas: definigdes, bases e situacdo no Brasil e no mundo. In: CHRISTOFFOLETI, P. J.
(Coord.). Aspectos de resisténcia de plantas daninhas a herbicidas. 3° ed. Piracicaba:
HRAC-BR, p. 3-30, 2008.

COOK, J. C. et al. Effects of Alternaria destruens, glyphosate, and ammonium sulfate
individually and integrated for control of dodder (Cuscuta pentagona). Weed Technology, v.
23, p. 550-555, 2009.

CORDEAU, S. et al. Bioherbicides: Dead in the water? A review of the existing products for
integrated weed management. Crop Protection, v. 87, p. 44-49, 2016.

COSTA, N. V. et al. pH foliar e deposicdo de gotas de pulverizacdo em plantas daninhas
aquaticas: Brachiaria mutica, Brachiaria subquadripara e Panicum repens. Planta Daninha,
v. 23, n. 2, p. 295-304, 2005.

DANIEL Jr, J.J. Selecé@o de fungos visando a producao de um bioherbicida para o controle
de Conyza sp. 2017. 77. Tese (Doutorado em Engenharia Agricola) — Universidade Federal de
Santa Maria. RS, 2017.

DANIEL Jr., J. J. et al. Fusarium fujikuroi: A novel source of metabolites with herbicidal
activity. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 14, p. 314-320, 2018.

DATTA, A. et al. Managing weeds using crop competition in soybean [Glycine max (L.)
Merr.]. Crop Protection, v. 95, p. 60-68, 2017.

DAYAN, F. E.; DUKE, S. O. Natural compounds as next-generation herbicides. Plant
Physiology, v. 166, p. 1090-1105, 2014.

DIAZ, R. et al. Successful biological control of tropical soda apple (Solanales: Solanaceae) in
Florida: a review of key program components. Florida Entomological Society. v. 97, n. 1, p.
179-190, 2014.

DURIGAN, J. C.; CORREIA, N. M. Efeito de adjuvantes na aplicacdo e eficacia de
herbicidas. In: Leandro Vargas; Erivelton Scherer Roman (in memorian). (Org.). Manual de
manejo e controle de plantas daninhas. 1led., p. 133-171, 2008.

ESPOSITO, E.; AZEVEDO, J. L. Fungos: uma introducdo a biologia, bioquimica e
biotecnologia. Caxias do Sul: EDUCS, 2004, 510 p.

FAHAD, S. et al. Weed growth and crop yield loss in wheat as influenced by row spacing and
weed emergence times. Crop Protection, v. 71, p. 101-108, 2015.

FORNELLS, E. et al. Membrane assisted and temperature controlled on-line evaporative
concentration for microfluidics. Journal of Chromatography A, v. 1486, p. 110-116, 2017.

FORTE, C. T. et al. Habilidade competitiva de cultivares de soja transgénica convivendo com
plantas daninhas. Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias. SN (on line) 1981-0997, v.12, n.2,
p.185-193. Recife, PE, UFRPE, 2017.

FRANCISCHINI, A.C. et al. Resistance of Amaranthus retroflexus to acetolactate synthase
inhibitor herbicides in Brazil. Planta Daninha, v. 32, n. 2, p. 437-446, 2014.

FRANS, R.; CROWLEY, H. Experimental design and techniques for measuring and analyzing
plant responses to weed control practices. In: Southern Weed Science Society. Research
methods in weed science, Clemson, 3% ed., p 29-45, 1986.

FREITAS, F. et al. Engineering aspects of microbial exopolysaccharide production.
Bioresource Technology, v. 245, p. 1674-1683, 2017.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219416300928
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219416300928
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00219673

89

GALON, L. ela t. Biological weed management — A short review, Revista Brasileira de
Herbicidas, v. 15, n. 1, p. 116-125, 2016.

GARCIA, L. F.; BLANCO, S. A;; RODRIGUEZ, F. A R. Microfiltration applied to dairy
streams: removal of bactéria. Journal Science of Food and Agriculture, v. 93, p. 187-196,
2013.

GENG, Z. et al. Recent advances in genes involved in secondary metabolite synthesis, hyphal
development, energy metabolism and pathogenicity in Fusarium graminearum (teleomorph
Gibberella zeae). Biotechnology Advances, v. 32, p. 390-402, 2014.

GERKE, I. B. B. Extrato aquoso de erva-mate (ilex paraguariensis st. hill) clarificado:
extracdo em batelada e processamento por membranas. 2016. 85 p. Dissertacdo (Mestrado
em Engenharia de Alimentos) — Universidade Federal do Parang, Curitiba, 2016.

GHARDE, Y. et al. Assessment of yield and economic losses in agriculture due to weeds in
India. Crop Protection, v. 107, p. 12-18, 2018.

GHORBANI, R.; LEIFERT, C.; SEEL, W. Biological control of weeds with antagonistic plant
pathogens. Advances in Agronomy. v. 86, p.191-225, 2005.

GLARE, T. et al. Have biopesticides come of age? Trends Biotechnology, v. 30, p. 250-258,
2012.

GONCALVES NETTO, A. et al. Multiple resistance of Amaranthus palmeri to ALS and
EPSPS inhibiting herbicides in the state of Mato Grosso, Brazil. Planta Daninha, v.34, n. 3,
2016.

GORSKA S. et al. Chemical characterization and immunomodulatory properties of
polysaccharides isolated from probiotic Lactobacillus casei LOCK 0919. Glycobiology, v. 26,
p. 1014-1024, 2016.

GUETSKY, R. et al. Improving biological control by combining biocontrol agents each with
several mechanisms of disease suppression. Phytopathology, v. 92, n. 09, p. 976-985. 2002.

HABERT, A. C., BORGES, C. P., NOBREGA, R., Processos de separacdo com membranas.
Série Escola Piloto de Engenharia Quimica, Ed. E-papers, UFRJ/COPPE, Rio de Janeiro, 2006.
180 p.

HEAP, 1. The International Survey of Herbicide Resistant Weeds. Disponivel em:
<http://lwww.weedscience.org>. Acesso em: 28/10/2018.

HELDMAN, D. R.; LUND, D. B. Handbook of Food Engineering. 22 edicdo. Boca Raton:
CRC Press/Taylor & Francis, 2007. 1040 p.

HERAUX, F. M. G.; HALLETT, S. G.; WELLER, S. G. Combining Trichoderma virens-
inoculated compost and a rye covercrop for weed control in transplanted vegetables. Biological
Control, v. 34, p. 21-26, 2005.

HESS, F. D.; FOY, C. L. Interaction of surfactants with plant cuticles. Weed Technology, v.
14, p. 807-813, 2000.

HESS, F.D. Adjuvants. In. HERBICIDE ACTION COURSE, West Lafayette: Purdue
University, p. 38-61, 1997.

HILARIO, F. et al. Antimicrobial screening of endophytic fungi isolated from the aerial parts
of Paepalanthus chiquitensis (Eriocaulaceae) led to the isolation of secondary metabolites
produced by Fusarium fujikuroi. Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 28, p. 1389-
1395, 2017.


http://www.weedscience.org/

90

HINZ, H. L. et al. Successes we may not have had: a retrospective analysis of selected weed
biological control agents in the United States. Invasive Plant Science and Management, v. 7,
n. 4, p. 565-579, 2014.

HOAGLAND R.E.; BOYETTE C.D.; ABBAS H.K. Myrothecium verrucaria isolates and
formulations as bioherbicide agents for kudzu. Biocontrol Sci. Technol. v. 17, n. 7, p. 721-
731, 2007.

HOAGLAND, R. E.; TEASTER, N. D.; BOYETTE, C. D. Bioherbicidal effects of
Myrothecium verrucaria on glyphosateresistant and-susceptible Palmer amaranth biotypes.
Allelopathy Journal, v. 31, n. 2, p. 367-376, 2013.

HU, Y. et al. High efficiency transport of quantum dots into plant roots with the aid of silwet
L-77. Plant Physiology and Biochemistry, v. 48, p. 703-709, 2010.

HUBBARD, M.; HYNES, R. K.; BAILEY, K. L. Impact of macrocidins, produced by Phoma
macrostoma, on carotenoid profiles of plants. Biological Control, v. 89, p. 11-22, 2015.

IBARZ, A.; BARBOSA-CANOVAS, G. V. Deshidratacion y Operaciones Unitarias en la
Ingenieria de Alimentos, Lancaster, Basel, 1999.

IVANOVA, N. A.; KUBOCHKIN, N. S.; STAROQV, V. M. Wetting of hydrophobic substrates
by pure surfactants at continuously increasing humidity. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, v. 519, p. 71-77, 2017.

JENNINGS, J. C. et al. Induction of ethylene biosynthesis and necrosis in weed leaves by a
Fusarium oxysporum protein. Weed Science, v. 48, n. 1, p. 7-14, 2000.

JIANG, S.J. et al. Isolation and phytotoxicity of a metabolite from Curvularia eragrostidis and
characterisation of its modes of action. Annals of Applied Biology, v. 152, p. 103-111, 2008.

KATO-NOGUCHI, H.; INO, T.; KUJIME, H. The relation between growth inhibition and
secretion level of momilactone B from rice root. Journal of Plant Interactions, v. 5, p. 87-90,
2010.

KELLER, N.P.; TURNER, G.; BENNETT, JW. Fungal secondary metabolism from
biochemistry to genomics. Nature Reviews Microbiology. p. 937-947, 2005.

KIRKWOOD, R. C. Use and mode of action of adjuvants for herbicides: a review of some
current work. Pesticide Science, v. 38, p. 93-102, 1993.

KISSMANN, K.G. Adjuvantes para caldas de produtos fitossanitarios. In. GUEDES, J. V.
C. & DORNELES, S. B. (Org.). Tecnologia e seguranca na aplicacdo de agrotoxicos: novas
tecnologias. Santa Maria: Departamento de Defesa Fitossanitaria; Sociedade de Agronomia de
Santa Maria, p. 39-51, 1998.

KLAIC, R. et al. A novel combined mechanical-biological approach to improve rock phosphate
solubilization. International Journal of Mineral Processing, v. 161, p. 50-58, 2017.

KLAIC, R. Producdo de bioherbicida por processos fermentativos a partir do fungo
Phoma sp. 2014. 90 p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Processos) - Universidade
Federal de Santa Maria, 2014.

KORRES, N. E. Agronomic Weed Control: A Trustworthy Approach for Sustainable
Weed Management. University of Arkansas, Fayetteville, AR, United States. Non-Chemical
Weed Control, cap 6, p. 97-114, 2018.

LAMICHHANE, J.R. et al. Challenges and opportunities for integrated pest management in
Europe: a telling example of minor uses. Crop Protection, v.74, p. 42-47, 2015.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927775716306185#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927775716306185#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09277757
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09277757
https://www.sciencedirect.com/science/journal/03017516

91

LAOSINWATTANA, C.; WICHITTRAKARN, P.; TEERARAK, M. Chemical composition
and herbicidal action of essential oil from Tagetes erecta L. leaves. Industrial Crops &
Products, v. 126, p. 129-134, 2018.

LEE, H. B. et al. Evaluation of a fungal strain, Myrothecium roridum F0252, as a bioherbicide
agent. The Plant Pathology Journal, v. 24, n. 4, p. 453-460, 2008.

LEUNG, M. Y. K. et al. Polysaccharide biological response modifiers. Immunology Letters,
v. 105, p. 101-114, 2006.

LI, S. et al. Phytotoxic and Antibacterial Metabolites from Fusarium proliferatum ZS07
Isolated from the gut of long-horned grasshoppers. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 62, p. 8997-9001, 2014.

LI, Y. et al. Research progress on microbial herbicides. Crop Protection, v.22, p. 247-252,
2003.

LICHTENTHALER, H. K. Chlorophylls and carotenoids: pigments of photosynthetic
biomembranes. Methods in Enzymology, v. 148, p. 350-382, 1987.

LIU, J. et al. Recent advances in endophytic exopolysaccharides: production, structural
characterization, physiological role and biological activity. Carbohydrate Polymers, v. 157,
p. 1113-1124, 2017.

MACIEL, C. G. Fusarium sambucinum associado a sementes de Pinus elliottii:
patogenicidade, morfologia, filogenia molecular e controle. 2012. 93p. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia Florestal) — Centro de Ciéncias Rurais. Universidade Federal de
Santa Maria, RS, 2012.

MAHAPATRA, S.; BANERJEE, D. Optimization of a bioactive exopolysaccharide production
from endophytic Fusarium solani SD5. Carbohydrate Polymers, v. 97, p. 627-634, 2013.

MAHAPATRA, S.; BANERJEE, D. Production and structural elucidation of
exopolysaccharide from endophytic Pestalotiopsis sp. BC55. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 82 p. 182-191, 2016.

MAHAPATRA, S.; BANERJEE, D. Structural elucidation and bioactivity of a novel
exopolysaccharide from endophytic Fusarium solani SD5. Carbohydrate Polymers, v. 90, p.
683-689, 2012.

MARINHO, G. et al. Potential of the filamentous fungus Aspergillus niger AN 400 to degrade
atrazine in wastewaters. Biocatallysis Agricultural Biotechnology, v. 9, p. 162-167, 2017.

MARNETT, L. J. 1999. Lipid peroxidation-DNA damage by malondialdehyde. Mutation
Research, v. 424, p. 83-95, 1999.

MASANGKAY, R. F. et al. Factors influencing biological control of Sphenoclea zeylanica with
Alternaria alternata f. sp. sphenocleae. Plant Disease, v. 83, p. 1019-1024, 1999.

MCDOUGALL, P. The global agrochemical market in 2010 — preliminary 275 review. 2014.
Disponivel em: <http://www.phillipsmcdougall.com>. Acesso em: 14 nov. 2018

MENDONCA, C. G.; RAETANO, C. G. Tensdo superficial estatica de solu¢bes aquosas com
6leos minerais e vegetais utilizados na agricultura. Engenharia Agricola, v. 27, n. especial, p.
16-23, 2007.

MICHEL, A. et al. Mobility of a polyether trisiloxane surfactant in soil: soil/water distribution
coefficients and leaching in a soil column. Water, Air, Soil Pollution, v. 227, p. 1-11, 2016.



92

MITCHELL, J. K. et al. The interaction of two potential fungal bioherbicides and a sub-lethal
rate of glyphosate for the control of shattercane. Biological Control, v. 46, p. 391-399, 2008.

MMANYWA, M. S. ; WANG, G. Production of Exopolysaccharides from Submerged Culture
of Antrodia Camphorata S-29. Journal of Natural Sciences Research, v. 7, p. 1-7, 2017.

MONQUERO, P.A. Aspectos da biologia e manejo das plantas daninhas. Séo Carlos: RiMa
Editora, 2014. 430 p.

MONTORIO, G.A.; VELINI, E.D. Definicdo de um coeficiente de eficicia para estudo de
tensdo superficial com surfactantes siliconados e ndo siliconados. Scientia Agraria
Paranaensis, v.3, n.1, p.26-34, 2004.

MORAN, P.J. Leaf scarring by the weevils Neochetina eichhorniae and N. Bruchi enhances
infection by the fungus Cercospora piaropi on water hyacinth, Eichhornia crassipes.
Biological Control, v. 50, p. 511-524, 2005.

MORANDI, M.A.B; BETIOL, W. Controle biol6gico de doencas de plantas no Brasil. In:
BETIOL, W.; MORANDI, M.A.B. (Orgs). Biocontrole de doengas em plantas: uso e
perspectivas. Jaquariina: EMBRAPA Meio Ambiente. p.7-14, 2009.

MORIN, L.; GIANOTTI, A. F.; LAUREN, D. R. Trichothecene production and pathogenicity
of Fusarium tumidum, a candidate bioherbicide for gorse and broom in New Zealand.
Myecolofical Research, v. 104, n. 8, p. 993-999, 2000.

MORTENSEN, D. A. et al. Navigating a critical juncture for sustainable weed management.
Bioscience, v. 62, p. 75-84, 2012.

MOTLAGH, M. R. S. Evaluation of Alternaria alternata causing leaf spot of barnyardgrass
grown in rice fields. African Journal of Microbiology Research, v. 6, n. 21, p. 4481-4488,
2012.

MOTLAGH, M. R. S. Evaluation of Epicoccum purpurascens as biological control agente of
Echinochloa spp. in rice fields. Journal of Food Agriculture and Environment, v. 9, n. 1, p.
394-397, 2011.

MOURA, J.M.L.N. Degomagem de 6leo de soja bruto através de ultrafiltracéo. 2002. 88 p.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) - Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, 2002.

MULDER, M. Basic Principles of Membrane Technology. 2 Ed. Kluwer Academic
Publishers, Netherlands, 564 p. 1996.

NETLAND, J. et al. Biological control of Chenopodium album L. in Europe. Biological
Control, v. 46, p. 175-196, 2001.

NICOLAUS, B.; KAMBOUROVA, M.; ONER, E. T. Exopolysaccharides from extremopbhiles:
From fundamentals to biotechnology. Environmental Technology, v. 31, p. 1145-1158, 2010.

OERKE, E. C. Crop losses to pests. Journal of Agricultural Science, v. 144, n. 1, p. 31-43,
2006.

OLIVEIRA, M. F. de; BRIGHENTI, A. Comportamento dos Herbicidas no Ambiente. In:
Rubem Silvério de Oliveira Junior, Jamil Constantin, Miriam Hiroko Inoue. (Org.). Biologia e
Manejo de Plantas Daninhas. 1 ed. Maring4, PR: Omnipax, v. 1, p. 263-304, 2011.

OMER, Z. S. et al. Bacteria considered as biocontrol agents to control growth of white clover
on golf courses. Acta Agriculturae Scandinavica, Section B-Soil & Plant Science, v. 60, p.
193-198, 2010.


https://www.tandfonline.com/toc/sagb20/current
https://www.tandfonline.com/toc/sagb20/current

93

ORLANDELLI, R. C. et al. B-(1—3,1—06) -d-glucans produced by Diaporthe sp. endophytes:
Purification, chemical characterization and antiproliferative activity against MCF-7 and Hep
G2-C3A cells. International Journal of Biological Macromolecules, v. 94, p. 431-437, 2017.

ORTIZ-RIBBING, L.; WILLIAMS, M. M. Potential of Phomopsis amaranthicola and
Microsphaeropsis amaranthi, as bioherbicides for several weedy Amaranthus species. Crop
Protection, v. 25, p. 39-46, 2006.

OSINSKA-JAROSZUK. M, et al. Extracellular polysaccharides from Ascomycota and
Basidiomycota: production conditions, biochemical characteristics, and biological properties.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 31, p. 1823-1844, 2015.

OZCAN, E.; SARGINA, S.; GOKSUNGUR, Y. Comparison of pullulan production
performances of air-lift and bubble column bioreactors and optimization of process parameters
in air-lift bioreactor. Biochemical Engineering Journal, v. 92, p. 9-15, 2014.

PACHECO-RUIZ, S.; HEAVEN, S.; BANKS, C. J. Effect of mean cell residence time on
transmembrane flux, mixed-liquor characteristics and overall performance of a submerged
anaerobic membrane bioreactor. Environmental Technology, v. 38, p. 1263-1274, 2017.

PANNACCI, E.; LATTANZI, B.; TEI, F. Non-chemical weed management strategies in minor
crops: A review. Crop Protection, v. 96, p. 44-58, 2017.

PEARSON, K. A. et al. Characterisation and pathogenicity of Fusarium taxa isolated from
ragwort (Jacobaea vulgaris) roots. Fungal Ecollogy, v. 20, p. 186-192, 2016.

PENG, G.; BOYETCHKO, S. M. Effect of variable dew temperatures on infection of green
foxtail by Pyricularia setariae, Drechslera gigantea, and Exserohilum rostratum. Biological
Control, v. 39, p. 539-546, 2006.

PES, M. P. et al. Bioherbicide based on Diaporthe sp. secondary metabolites in the control of
three tough weeds. African Journal of Agricultural Research, v. 11, n. 42, p. 4242-4249,
2016.

PESSOA JUNIOR, A.; KILIKIAN, B. V. Purificacdo de Produtos Biotecnoldgicos. Barueri,
SP: Manole, 2005. 444 p.

PHATTANAWASIN, P. et al. Screening of Fungal Extracts for Weed Germination and Growth
Inhibitory Activity. Silpakorn University International Journal, v. 6, n. 1/2, p. 136-144,
2006.

PITELLI, R. L. C. M.; AMORIM, L. Effects of different dew periods and temperatures on
infection of Senna obtusifolia by a Brazilian isolate of Alternaria cassiae. Biological Control,
V. 28, p. 237 242, 2003.

PIYABOON, O. et al. Pathogenicity, host range and activitiesof a secondary metabolite and
enzyme from Myrothecium roridum on water hyacinth from Thailand. Weed Biology and
Management, v. 16, p. 132-144, 2016.

POOLE, M. L.; GILL, G. S. Competition between crops and weeds in southern Australia. Plant
Protection Quarterly, v. 2, p. 86-96, 1987.

POONPAIBOONPIPAT, T. et al. Phytotoxic effects of essential oil from Cymbopogon citratus
and its physiological mechanisms on barnyardgrass (Echinochloa crus-galli. Industrial Crops
and Products, v. 41, p. 403-407, 2013.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/02612194

94

PRADEEP, F. S. et al. Larvicidal activity of a novel isoquinoline type pigment from Fusarium
moniliforme KUMBF1201 against Aedes aegypti and Anopheles stephensi. Process
Biochemistry, v. 50, p. 1479-1486, 2015.

RADHAKRISHNANA, R.; ALQARAWIB, A. A.; ALLAHB, E. F. A. Bioherbicides: Current
knowledge on weed control mechanism - Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 158,
p. 131-138, 2018.

RANA, S. S.; RANA, M.C. Principles and Practices of Weed Management. Department of
Agronomy, College of Agriculture, CSK Himachal Pradesh Krishi Vishvavidyalaya, Palampur.
2016. 138 p.

RAY, P.; VIJAYACHANDRAN, L. S. Evaluation of indigenous fungal pathogens from horse
purslane (Trianthema portulacastrum) for their relative virulence and host range assessments
to select a potential mycoherbicidal agent. Weed Science, v. 61, p. 580-585, 2013.

SADASIVAM, S.; MANICKAM, A. Biochemical Methods. New Age International (P) Ltd,
Publishers, Tamil Nadu, 1996, 272 p.

SALLET, D. et al. Obtaining fatty acids from Mortierella isabellina using supercritical carbono
dioxide and compressed liquefied petroleum gas. Journal of Supercritical Fluids, v. 122, p.
79-87, 2017.

SAMPAIO, R. M. Controle Bioldgico: tecnologias na construcdo de oportunidades no
Brasil - Analises e Indicadores do Agronegdcio. ISSN 1980-0711, v. 13, n. 3, 2018.

SARDANA, V. et al. Role of competition in managing weeds: An introduction to the special
issue. Crop Protection. v. 95, p. 1-7, 2017.

SCHNICK, P.; BOLAND, G. J. 2,4-D and Phoma herbarum to control dandelion (Taraxacum
officinale). Weed Science, v. 52, p. 808-814, 2004.

SCOTT, P. Physiology and Behaviour of Plants. John Wiley and Sons, Hoboken, USA, 2008,
305p.

SCRIVANTI, L. R.; ZUNINO, M. P.; ZYGADLDO, J. A. Tagetes minuta and Shinus arera
essential oils as allelopathic agents. Biochemical Systematisc and Ecology, v. 31, p. 563-572,
2003.

SEADER, J. D.; HENLEY, E. J.; ROPER, D. K. Separation Process Principles: Chemical
and Biochemical Operations. 3? edicdo. Estados Unidos: John Wiley & Sons, 2010. 848 p.

SELIM, K. A. et al. Biology of Endophytic Fungi. Current Research in Environmental and
Applied Mycology, v. 2, n. 1, p. 31-82, 2012.

SHEN, S. et al. The current status of biological control of weeds in southern China and future
options. Acta Ecologica Sinica, v. 38, p. 157-164, 2018.

SIDDIQUE, M. H. Study of the biosynthesis pathway of the geosmin in Penicillium expansum.
Institut National Polytechnique de Toulouse, Laboratoire de Engenharia Quimica, Franca.
2012. 129p.

SILVA, A. A.; SILVA, J. F. Topicos em manejo de plantas daninhas. UFV: Vicosa, 2007.
367 p.

SILVA, C. et al. Interferéncia de plantas daninhas na cultura do sorgo sacarino. Bragantia, v.
73, n. 4, p. 438-445, 2014.

SINGHANIA, R. R.; SUKUMARAN, R. K.; PATEL, A. K.; LARROCHE, C.; PANDEY, A.
Advancement and comparative profiles in the production Technologies using solid-state and



95

submerged fermentation for microbial cellulases. Enzyme and Microbial Technology, v. 46,
p. 541-549, 2010.

SKIPP, R. A. et al. Verticillium dahliae and other pathogenic fungi in Cirsium arvense from
New Zealand pastures: occurrence, pathogenicity and biological control potential. New
Zealand Journal of Agricultural Research, v. 56, n. 1, p. 1-21, 2013.

SMITH, D. A;; HALLETT, S. G. Variable response to glyphosate in common waterhemp from
different parts of the midwestern USA. Weed Technology, v. 20, p. 18-23, 2006.

SO’AIB, M.S. et al. Xanthan gum recovery from palm oilbased fermentation broth by hollow
fibre microfiltration (MF) membrane with process optimisation using Taguchi method.
Chemical Biochemical Engineering Quarterly, v. 27, p. 145-56, 2013.

SOCIEDADE BRASILEIRA DA CIENCIA DAS PLANTAS DANINHAS-
SBCPD. Procedimentos para instalacdo, avaliacdo e andlise de experimentos com
herbicidas. p. 42, 1995.

SOUZA, A. R. C. et al. Bioherbicide production by Diaporthe sp. isolated from the Brazilian
Pampa biome. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, v. 4, n. 4, p. 575-578, 2015.

SOUZA, A. R. C. et al. Selection, isolation, and identification of fungi for bioherbicide
production. Brazilian Journal of Microbiology, v. 48, n. 1, p. 101-108, 2017.

STEWART-WADE, S. M.; LAWRIE, A. C.; BRUZZESE, E. An Australian isolate of
Alternaria crassa shows potential as amycoherbicide to control the weed Datura stramonium.
Australasian Plant Pathology, v. 27, p. 186-197, 1998.

STIPANOVIC R. D. et al. Phytotoxicity of fusaric acid and analogs to cotton. Toxicon, v. 57,
p. 176-178, 2017.

STREK, H.J. Herbicide resistance. What have we learned from other disciplines? Journal of
Chemical Biology, v. 7, p. 129-132, 2014.

SURYANARAYANAN, T. S. et al. Fungal endophytes and bioprospecting. Fungal Biology
Reviews, v. 23, p. 9-19, 2009.

TANGUY, G. et al. Concentration of dairy products using a thin film spinning cone evaporator.
Journal of Food Engineering, v.166, p. 356-363, 2015.

TASKIN, M.; ERDAL, S.; CANLI, O. Utilization of waste loquat (Eriobotrya
Japonica Lindley) kernels as substrate for scleroglucan production by locally
isolated Sclerotium rolfsii. Food Science and Biotechnology, v. 19, p. 1069-1075, 2010.

TESSMANN, D. J.; CHARUDATTAN, R.; PRESTON, J. F. Variability in aggressiveness,
cultural characteristics, cercosporin production and fatty acid profile of Cercospora piaropi, a
biocontrol agent of water hyacinth. Plant Pathology, v. 57, p. 957-966, 2008.

THOMAS, H. Fusarium oxysporum f. sp. orthoceras, a potential mycoherbicide, parasitizes
seeds of Orobanche cumana (sunflower Broomrape): a cytological study. Annals of Botany,
v. 83, p. 453-458, 1999.

TODERO, I. et al. Concentration of metabolites from Phoma sp. using microfiltration
membrane for increasing bioherbicidal activity. Environmental Technology, v, 40, p. 2364-
2372, 2018.

TODERQO, I. et al. Formulation of a bioherbicide with metabolites from Phoma sp. Scientia
Horticulturae, v, 241, p. 285-292, 2018.


https://www.sciencedirect.com/science/journal/02608774

96

TREMACOLDI, C. R.; SOUZA FILHO, A. P. S. Toxinas produzidas por fungos
fitopatdgenos: possibilidade de uso no controle de plantas daninhas. Belem PA: Embrapa
Amazonia Oriental, (Documentos, 274). 2006. 24 p.

UKALE, D. U. et al. Metabolic analysis of liquid formulations of organic manures and its
influence on growth and yield of Solanum lycopersicum L. (tomato) crop in field. Biocatallysis
Agricultural Biotechnology, v. 8, p. 50-54, 2016.

VAREJAOQ, E. V. V. et al. Phytotoxic Effects Of Metabolites From Alternaria euphorbiicola
Against Its Host Plant Euphorbia heterophylla. Quimica Nova, v. 36. n.7, p. 1004-1007, 2013.

VIEIRA, A. P.; NICOLETI, J. F.; TELIS, V. R. N. Liofilizac&o de fatias de abacaxi: avaliacdo
da cinética de secagem e da qualidade do produto — Brazilian Journal of Food Technology,
Campinas, v. 15, n. 1, p. 50-58, 2012.

VIKRANT, P. et al. Characterization of a phytotoxin from Phoma herbarumfor management
of Parthenium hysterophorus L. Journal Phytopathology, v. 154, p. 461-468, 2006.

VILLAVERDE, J. J. et al. Biopesticides in the framework of the European pesticide regulation
(EC) No. 1107/2009. Pest Management Science, v. 70, n. 1, p. 2-5, 2014.

VINING, L.C. Functions of secondary metabolites. Annual Review of Microbialogy, v.44, p.
395-427, 1990.

VOGELGSANG, S.; WATSON, A. K.; DI-TOMMASO, A. Effect of moisture, inoculum
production, and planting substrate on disease reaction of field bindweed (Convolvulus arvensis
L.) to the fungal pathogen, Phomopsis convolvulus. European Journal of Plant Pathology, v.
104, p. 253-262, 1998.

WANG, D. et al. Efficient production of pullulan using rice hull hydrolysate by adaptive
laboratory evolution of Aureobasidium pullulans. Bioresource Technology, v. 164, p. 12-19,
2014.

WANG, D. et al. The mechanism of improved pullulan production by nitrogen limitation in
batch culture of Aureobasidium pullulans. Carbohydrate Polymers, v. 127, p. 325-331, 2015.

WAN-MOHTAR, W. A. A. Q. I. et al. Exopolysaccharide production by Ganoderma lucidum
immobilised on polyurethane foam in a repeated-batch fermentation. Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology, v. 8, p. 24-31, 2016.

WARD, O. P. Production of recombinant proteins by filamentous fungi. Biotechnology
Advances, v. 30, p. 1119-1139, 2012.

WEAVER, M. A. et al. Improved bioherbicidal efficacy by Myrothecium verrucaria via spray
adjuvants or herbicide mixtures. Biological Control, v. 50, p. 150-156, 2009.

WEED SCIENCE - International Survey Of Herbicide Resistant Weeds. Disponivel em:
<http://weedscience.org/summary/species.aspx>. Acesso em: 17 outubro. 2016.

WILLIAMS, K. Lyophilization, evaporation or concentration: Which is best for my
samples? 2016. Disponivel em https://www.labconco.com/articles/lyophilization-
concentration-or-evaporation-whic, acessado em 09 de nov. 2018.

WU, J. et al. Herbicidal Spectrum, Absorption and Transportation, and Physiological Effect on
Bidens pilosa of the Natural Alkaloid Berberine. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 65, n. 30, p. 6100-6113, 2017.



97

WU, S.; CHEN, J.; PAN, S. Optimization of fermentation conditions for the production of
pullulan by a new strain of Aureobasidium pullulans isolated from sea mud and its
characterization. Carbohydrate Polymers, v. 87, p. 1696-1700, 2012.

YANG, J. et al. Isolation, Identifiation, and Herbicidal Activity of Metabolites Produced by
Pseudomonas aeruginosa CB-4. Journal of Integrative Agriculture, v. 13, p. 1719-1726,
2014.

ZHANG, J. M. et al. Effects of lignin-derived phenolic compounds on xylitol production and
key enzyme activities by a xylose utilizing yeast Candida athensensis SB18. Bioresource
Technology, v. 121, p. 369-378, 2012.

ZHU, Y.; QIANG, S. Isolation, pathogenicity and safety of Curvularia eragrostidis isolate QZ-
2000 as a bioherbicide agent for large crabgrass (Digitaria sanguinalis). Biocontrol Science
Technology, v. 14, n. 8, p. 769-782, 2004.



