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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM BIOHERBICIDA A PARTIR DE METABOLITOS
DE PHOMA sp. PARA O MANEJO DE PLANTAS DANINHAS

AUTOR: Izelmar Todero
ORIENTADOR: Marcio Antonio Mazutti

As plantas daninhas sdo um dos principais problemas enfrentados pelos
agricultores, pois estas sao responsaveis por grandes perdas agricolas. O principal
método de controle € o quimico com uso de herbicidas. Embora eficientes quando
usados em doses ndo recomendadas ou de forma inadequada tém promovido
contaminacdo ambiental, de animais, intoxicacdo de agricultores, residuos em
alimentos, surgimento de bidtipos resistentes, dentre outros. Buscando alternativas
de controle menos agressivos a utilizagdo de um produto formulado a partir de
microrganismos, principalmente fungos se torna uma ferramenta importante junto a
area de protecdo de plantas e ao controle biolégico. Desta maneira o presente
trabalho teve como objetivo concentrar e formular um bioherbicida a base de Phoma
sp. com efeito sobre planta bioindicadora e plantas daninhas. Os experimentos
foram divididos em trés etapas. Na 12 etapa, foi realizada a purificacdo e
concentracdo do caldo fermentado através de membranas poliméricas, nesta etapa
para a analise do potencial fitotoxico foram utilizadas folhas destacadas de Cucumis
sativus. Na 22 etapa, utilizou-se a melhor condicdo da 12 etapa para avaliar
diferentes formulacGes contendo dleo de palma, Span®80 e Tween®80, com o
objetivo de aumentar a fitotoxidade, aplicando-se os produtos em pds-emergéncia
sobre C. sativus. A 32 etapa avaliou-se a fitotoxidade em plantas daninhas em pré e
pos-emergéncia. Em pré-emergéncia os testes foram realizado em camara de BOD
e em substrato na espécie de Amaranthus retroflexus. Para isso foi utilizada a
melhor condicdo da 12 etapa. Em pdés-emergéncia utilizou-se a formulacdo que
apresentou melhor resultado na 22 etapa e também as condi¢cdes com diferentes
concentragdes de Oleo, sendo os testes realizados em trés espécies: A. retroflexus,
Bidens pilosa e Conyza canadensis. Os resultados obtidos para avaliacdo primaria
demonstraram que a concentracdo das moléculas foi eficiente em 30% do caldo
retido, apresentando maior efeito nas folhas destacadas de C. sativus. Na 22 etapa,
a formulacdo 6, o qual apresenta para 10g de formulado 0,82g 6leo de palma,
0,0576g Span®80, 0,2224g Tween®80 e 8,9g de caldo, apresentou maior fitotoxidade
em C. sativus. Na 32 etapa a aplicacdo em pré emergéncia de caldo retido em 30%
ndo deixou ocorrer a germinacao de A. retroflexus tanto em camara de BOD quanto
em substrato. Em pos-emergéncia a formulacdo 6 apresentou diferenca da
formulacdo 3 e 15 com maior efeito fitotoxico nas plantas daninhas, destacando-se
mais para A. retroflexus. Phoma sp. apresenta acao bioherbicida em pré-emergéncia
e pés-emergéncia e a adicdo de um adjuvante aos metabdlitos secundarios resultou
em melhor acdo dos mesmos para as espécies testadas.

Palavras-chave: Microrganismos. Adjuvantes. Plantas Daninhas.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A BIOHERBICIDE FROM PHOMA sp. METABOLITES FOR
WEED MANAGEMENT

AUTHOR: Izelmar Todero
ADVISOR: Marcio Antonio Mazutti

The weeds are one of the main problems faced by the farmers, because such weeds
are responsible for a significant amount of the agricultural losses. The key control
method is the chemical with use of herbicides. Although efficient when used in doses
not recommended or inadequate form have promoted environmental contamination,
of animal, intoxication of farmers, residues in food, appearance of resistant biotopes,
among others. Looking for alternatives of control less aggressive, the utilization of a
formulated product from microorganisms, mainly fungi, becomes an important tool
into the area of plant protection and the biological control. In this way, the present
work had as objective to concentrate and formulate a bioherbicide based on Phoma
sp. with effect on bioindicated plants and weeds. The experiments were divided in 3
stages. In the 1° stage, it was realized the purification and concentration of the
fermented broth throughout polymeric membranes, in this stage to analyze the
potential phytotoxic was utilized leafs from Cucumis sativus. In the 2° stage, was
utilized the best condition of the 1° stage to evaluate different formulations containing
palm oil, Span®80 and Tween®80, with the objective of increasing the phytoxicity,
applying the products in post-emergence on C. sativus. The 3° stage evaluated the
phytotoxity in weeds with pre and post-emergence. In pre-emergence, the tests
realized were in BOD chamber and in substrate of an species called Amaranthus
retroflexus, for this, it was utilized the best condition of the 1° stage. In the post-
emergence it was utilized the formulation than presented the best result within the 2°
stage and the conditions with different oil concentrations, being the tests performed
in three species: A. retroflexus, Bidens pilosa and Conyza canadensis. The results
obtained for a primary evaluation demonstrated that the molecules concentration was
efficient in 30% of the retained broth, presenting a greater effect in the leaf detected
from C. sativus. In the 2° stage, the formulation 6, that presents for 10g of formulated
0,82g oil palm, 0,0576g Span 80, 0,2224g Tween 80 and 8,99 of cald, presented a
higher phytotoxity in C. sativus. In the 3° stage the application in pre-emergence of
broth retained in 30% did not allow to occur the germination of A. retroflexus in both
BOD and substrate. In the post-emergence, the formulation 6 presented difference of
the formulation 3 and 15 with higher phytotoxic effect in weeds, highlighting more for
the A. retroflexus. Phoma sp. presents bioherbicide action in pre-emergence and
post-emergence and the addition of an adjuvant for the secondary metabolic resulted
in a better action of them on the tested species.

Keywords: Microrganisms. Adjuvants. Weeds.
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1 INTRODUCAO

A presengca de plantas daninhas em culturas agricolas reduz
significativamente a produtividade e a qualidade dos produtos colhidos,
principalmente por competirem com as culturas por agua, luz e nutrientes (BARTON,
2004; GARBIN, 2016). Com o intuito de controlar as plantas daninhas e aumentar a
produtividade das culturas, o método quimico de controle tem sido a principal
ferramenta utilizada principalmente pela grande oferta de produtos, economia de
mao-de-obra e rapidez da operacdo (BURNSIDE, 1992; OLIVEIRA JR et al., 2011).

No entanto no uso de herbicidas tem causado problemas de ordem ambiental,
relacionados a saude do agricultor, bem como o surgimento de plantas daninhas
resistentes (YANG et al., 2014; MCDOUGALL, 2010). A resisténcia de plantas
daninhas a herbicidas € um processo que se da pelo uso repetitivo do mesmo
herbicida ou mecanismo de acédo o qual exerce forte pressédo 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 os bi6tipos mais adaptados ao ambiente
agricola (MONQUERO, 2014).

Uma alternativa aos problemas acarretados pelo uso intensivo de herbicida
quimico, segundo Dayan et al. (2009), sdo as substancias produzidas pelo
metabolismo secundario de fungos, bactérias e plantas, que vém sendo utilizadas de
forma natural ou servindo como modelo para a sintese de novas moléculas. Alguns
estudos realizados por Javaid et al. (2011), Pes et al. (2016) e Brun et al. (2016) tém
demonstrado que toxinas produzidas por fitopatdgenos expressam atividade
herbicida.

Os fungos fitopatogénicos sdo um dos grupos mais estudados em relacédo ao
seu potencial herbicida, pois detém a habilidade especifica de produzirem
substancias toxicas, sendo capazes de penetrar nas folhas de plantas, desintegrar
sua estrutura celular e induzir a producdo de lesGes necrdticas ou halo clorético,
com a vantagem de nao serem toxicas aos mamiferos e serem facilmente
degradadas no ambiente (CHARUDATTAN, 1991).
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Neste contexto, a utilizacdo de compostos naturais ativos produzidos por
Phoma sp., também conhecidos como bioherbicidas, pode ser uma alternativa
interessante para a protecdo da producéo agricola, pois estes podem produzir uma
diversidade de metabodlitos secundarios importantes incluindo fitotoxinas,
antimicrobianos e alguns micoherbicidas (RAI et al., 2009; ALMEIDA, 2014). Porém
€ necessario encontrar alternativas que busquem otimizar o uso dos produtos
biologicos, tornando-os mais eficientes, pois apresentam bioatividade em
concentracbes muito baixas. Com o0 objetivo de aumentar a eficiéncia dos
herbicidas, alguns produtos, como os adjuvantes, podem ser adicionados a calda
para melhorar o efeito dos bioherbicidas. Entre os adjuvantes que vém sendo
pesquisados para formulacdes de bioherbicidas destacam-se o uso de surfactantes,
0leos minerais e vegetais, emulsionantes e sais de fertilizantes. A adicdo desses
podem aumentar a atividade e absorcdo dos bioherbicidas, além de, em alguns
casos permitir a reducao da dose (KIRKWOOD, 1993; BORGES NETO et al., 1998).
Neste sentido, os estudos para otimizar a producdo desses possiveis herbicidas

bioldgicos se tornam indispensaveis.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi concentrar e formular um bioherbicida a

base de Phoma sp. com efeito sobre plantas bioindicadoras e plantas daninhas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Concentrar e purificar o caldo fermentado produzido a partir de Phoma sp.,
utilizando membranas;

v Avaliar os efeitos dos metabdlitos produzidos por Phoma sp. em plantas de C.
sativus;

v Testar a adicdo e a eficiéncia de adjuvantes ao caldo fermentado em

plantulas de C. sativus, bem como em plantas daninhas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS DANINHAS

As plantas daninhas séo definidas de diversas maneiras, porém a maioria dos
autores as definem como plantas, que crescem onde ndo sdo desejadas (RANA,
2016). As reducles da produtividade, as perdas em areas cultivadas e até mesmo a
inviabilizacdo da colheita causada pela presenca das mesmas, tém sido motivo de
grande preocupacao para os produtores (FONTES et al, 2003; CARVALHO, 2013).
Estas causas ocorrem devido a competicdo e dependem principalmente da espécie
de planta daninha, da densidade, bem como das espécies de culturas (RANA,
2016).

As perdas de producao devido as plantas daninhas sdo mais elevadas do que
as causadas por insetos e doencas, variando para cada cultura, pois as mesmas
competem diretamente pelos recursos do meio com as culturas, como nutrientes,
luz, CO:2 e agua, podendo trazer sérios impactos sobre a producéo e a qualidade dos
produtos agricola (FONTES et al, 2003).

Entre as caracteristicas das plantas daninhas que explicam as dificuldades de
controle esta a grande producéo e a facilidade de disseminacdo de suas sementes,
aumentando sua eficiéncia reprodutiva (ALMEIDA, 2014). Segundo Balbinot Jr. et al.
(2002) a maioria das plantas daninhas que infestam areas agricolas reproduz-se
sexuadamente, ou seja, através da formacédo de sementes.

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

Os herbicidas se apresentam como principal ferramenta de controle de
plantas daninhas em lavouras, superando todos os outros métodos de controle, tais
como, mecanico, fisico, cultural e o preventivo (VARGAS & ROMAN, 2006).
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3.1.1 Resisténcia aos herbicidas

A partir da década de quarenta com a descoberta dos herbicidas sintéticos, o
manejo de plantas daninhas teve significativa mudanca. No entanto, apos uma
década do uso do controle quimico houve o surgimento de bibtipos resistentes aos
herbicidas mais utilizados, tornando o controle de plantas daninhas mais complexo
(GREEN, 2014).

O principal método utilizado no manejo das plantas daninhas no cenario
agricola mundial atualmente é o controle quimico (CARVALHO, 2013). A utilizacao
desse método e a aplicacdo consecutiva de herbicidas na mesma area com o
mesmo mecanismo de acédo, tem propiciado a selecdo e o surgimento de bibtipos
resistentes (SANTOS et al., 2014). Sua utilizacdo tende a aumentar, em decorréncia
dos agricultores de pequena escala estarem adotando cada vez mais esta
tecnologia, fato este que pouco ocorria anteriormente (SILVA & SILVA, 2012).

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas tornou-se um grande desafio
enfrentado pelos técnicos e produtores (CHRISTOFFOLETI et al., 2016). A
Sociedade Americana de Ciéncia das Plantas Daninhas (Weed Science Society of
America - WSSA) definiu resisténcia de plantas daninhas a herbicidas como a
habilidade hereditaria que uma planta tem de se reproduzir e sobreviver, apos ser
submetida a doses de herbicidas normalmente letais para seu bi6tipo (HEAP, 2016).

Segundo Heap (2016), existem no mundo, 471 casos de plantas daninhas
resistentes, com 250 espécies (145 dicotileddneas e 105 monocotileddneas). Os
géneros com maior niumero de bidtipos resistentes sdo: Lolium, Echinochloa, Poa,
Avena, Alopecurus, Amaranthus, Eleusine, Conyza e Kochia. No Brasil o primeiro
registro de planta daninha resistente se deu em 1993 com a resisténcia de biétipo de
B. pilosa a herbicidas inibidores da Enzima acetolactato sintase (ALS)
(CHRISTOFFOLETI et al., 2016; WEED SCIENCE, 2016).

No Brasil existem 41 casos de espécies de plantas daninhas resistentes a
diferentes mecanismos de acdo. Os Ultimos registros relatados se da a ocorréncia
da resisténcia de forma mdltipla ou cruzada em diversas espécies
(CHRISTOFFOLETI et al., 2016).

Quando um individuo apresenta um ou mais mecanismos que conferem
resisténcia a herbicidas com mecanismo de acédo diferente, chama-se de resisténcia
multipla (CHRISTOFFOLETI & LOPEZ-OVEJERO, 2008). No Brasil, os casos de
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resisténcia multipla aumentaram significativamente nos ultimos anos como mostrado
na Tabela 1. Convém ressaltar que os casos de resisténcia multipla documentados
nao possuem resisténcia a mais de dois mecanismos de acgéo herbicida (SANTOS et
al., 2014; CARVALHO et al., 2015; GONCALVES NETTO et al., 2016).

Tabela 1- Espécies de plantas daninhas com resisténcia mdltipla a herbicidas
detectadas no Brasil até julho de 2016.

Espécie Ano Resisténcia Multipla a 2 Mecanismos de Acéo

Euphorbia heterophylla 2004 Inibidores da Acetolactato Sintase (B) e

Inibidores da Protoporfirinogénio Oxidase (E)

Bidens subalternans 2006 Inibidores da Acetolactato Sintase (B) e

Inibidores do Fluxo de Elétrons (C)

Echinochloa crus-galli 2009 Inibidores da Acetolactato Sintase (B) e
var. crus-galli Inibidores dos Mimetizadores de Auxina (O)
Sagittaria montevidensis 2009 Inibidores da Acetolactato Sintase (B) e

Inibidores do Fluxo de Elétrons (C)

Lolium, multiflorum 2010 Inibidores da Acetil-CoA carboxilase (A) e

Inibidores da 5-enolpiruvilchiguimato—3—Fosfato Sintase (G)

Conyza sumatrensis 2011 Inibidores da Acetolactato Sintase (B) e

Inibidores da 5-enolpiruvilchiqguimato—3—Fosfato Sintase (G)

Amaranthus retroflexus 2011 Inibidores da Acetolactato Sintase (B) e

Inibidores do Fluxo de Elétrons (C)

Amaranthus viridis 2011 Inibidores da Acetolactato Sintase (B) e

Inibidores do Fluxo de Elétrons (C)

Amaranthus palmeri 2016 Inibidores da Acetolactato Sintase (B) e

Inibidores da 5-enolpiruvilchiquimato—3—Fosfato Sintase (G)

Fonte: (HEAP, 2016).

Diferentemente da resisténcia multipla, a resisténcia cruzada ocorre quando
biotipos de plantas daninhas séo resistentes a dois ou mais herbicidas pertencentes
a um mesmo mecanismo de acdo, de grupos quimicos diferentes. A Tabela 2
apresenta exemplo de resisténcia cruzada relatado no Brasil, com destaque para o
recente caso do Amaranthus palmeri resistente ao chlorimuron-ethyl (sulfoniluréia),
imazethapyr (imidazolinona) e cloransulan-methyl (triazolopirimidina)
(FRANCISCHINI et al., 2014; GONCALVES NETTO et al., 2016).
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Tabela 2 - Espécies de plantas daninhas com resisténcia cruzada a herbicidas
detectadas no Brasil.

Espécie Ano Mecanismo de Acéo
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)

Fonte: (HEAP, 2016).

Ao se comparar as culturas que mais apresentam bidtipos de plantas
daninhas resistentes, aparece a soja em primeiro lugar. Isto pode ser explicado
porque essa cultura é a principal consumidora de herbicidas, acumulando mais de
50% das vendas destes produtos (HEAP, 2016).

Segundo levantamento realizado pela Conab a estimativa da producdo de
graos na safra 2016/2017, deve alcancar a marca de 215,3 milhdes de toneladas,
superior em 15% quando comparada ao ano anterior, de 2015/2016. Destaca-se a
soja uma das mais importantes oleaginosas, com estimativa de 103,78 milhdes de
toneladas safra 2016/2017. O Brasil com grandes areas, nivel tecnoldgico avancado
e alta produtividade € considerado segundo maior produtor e o primeiro exportador
mundial responsavel por 42,46% (CONAB, 2017).

No Brasil a estimativa de area plantada de soja € crescente em quase todos
os estados produtores, podendo chegar a 33,88 milhdes de hectares, o que
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representa um crescimento de 1,9% em relacdo com a safra passada (CONAB,
2017).

A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas causa preocupacéo, pois ha
um aumento acelerado dos casos pelo mundo e no Brasil. Segundo Silva; Silva
(2012) este fato é ainda mais inquietante quando as alternativas de herbicidas
disponiveis para o manejo das plantas daninhas resistentes séo limitadas, exemplo
tem-se o azevéem (L. multiflorum) com bibtipos resistentes aos inibidores de ALS,
ACCase e EPSPs (AGOSTINETTO & VARGAS, 2014).

3.2 CONTROLE BIOLOGICO

O controle das pragas na agricultura tem se intensificado, sendo realizado
basicamente através do emprego de produtos sintéticos (VENTUROSO et al., 2010).
Estes produtos em curto prazo auxiliam de maneira eficaz o agricultor no alcance de
altas produtividades. Porém, em longo prazo, acarreta resultados negativos tanto
para a sociedade como para o0 ambiente: isolados dos fitopatdgenos resistentes as
substancias quimicas utilizadas, residuos nos alimentos, desequilibrio biolégico,
intoxicacdo de operadores, sdo alguns dos problemas existentes (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2000).

Nos ultimos anos, houve um crescente interesse em métodos agricolas que
sejam ambiental e economicamente viaveis. A busca de métodos alternativos ao
controle quimico inclui a utilizacdo de produtos naturais que Sao menos agressivos
ao ambiente, destacando-se entre estes as fitotoxinas produzidas pelos fungos
(PEREIRA et al., 2008; JABRAN et al., 2015).

O controle biolégico como um termo geral refere-se a introducdo de
organismos num ecossistema, com a intencdo de controlar uma ou mais espécies
indesejaveis (CHARUDATTAN, 2001; BAILEY et al., 2011). Segundo Guetsky et al.
(2002) € uma medida ndo quimica de contensdo de um fitopatdgeno, ressaltando
que 0s mecanismos pelos quais o controle biologico atua incluem a inducéo de
resisténcia da planta, a competicdo 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 fitopatogenos.

O controle bioldgico de plantas daninhas pode ser realizado por varios

bioagentes e pode ser categorizado em quatro grupos: macrorganismos
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(predadores, insetos parasitoides, nematoides), microrganismos (bactérias, fungos,
virus), mediadores quimicos (feromonios) 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 focados em fungos,
pois 0s mesmos provocam doencas nas plantas que paralisam seu crescimento e
podem acarretar sua morte (LI et al., 2003; FERRELL et al., 2008; ELLIOTT et al.,
2009; DIAZ et al., 2014).

3.2.1 Metabdlitos Secundarios produzidos por fungos

A evolucado dos metabdlitos secundarios se deu ao longo de milhdes de anos,
onde 0s microrganismos utilizavam como sinais quimicos para se comunicarem,
para defender o habitat ou para inibir o crescimento de concorrentes (BRAKHAGE,
2013). Os microrganismos lideram a producdo de compostos naturais Uteis
(DEMAIN, 2014). Os fungos apresentam como caracteristica a capacidade de
biossintetizar uma diversidade de compostos naturais conhecidos como metabdélitos
secundarios. Esses sdo compostos geralmente por moléculas de tamanho reduzido,
de baixa massa molecular estruturalmente heterogéneos (SIDDIQUE, 2012; KLAIC
2014). De acordo com Keller et al., (2005) mais de 30.000 compostos produzidos
pelo metabolismo secundario dos fungos séo conhecidos, e estes sdo considerados
pelos pesquisadores como fontes excepcionais de novos farmacos e agrotoxicos
(VINING, 1990; TREMACOLDI & FILHO, 2006).

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 € possivel explorar o poder dos bioherbicidas (KLAIC,
2014).

A classe dos policetideos, terpendides e peptideo fazem parte da vasta gama
de substancias bioativas oriundas do metabolismo secundéario dos fungos (FOX;
HOWLETT, 2008). Na natureza encontra-se diversos fungos que detém habilidade
de produzir substancias fitotoxicas como Alternaria, Fusarium, Colletotrichum e
Phoma com diferentes modos de acéao (LI et al., 2003). Segundo Almeida (2014),

devido a diversidade de sitios de acdo dos metabdlitos, e também a auséncia de
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protocolos ou métodos padrdes, ha muita dificuldade em estabelecer corretamente o
modo de acdo dos compostos naturais fitotoxicos.

Muitos pesquisadores tém desenvolvido seus proprios métodos. Segundo
Duke et al. (1997), um método possivel consiste em selecionar e testar um composto
especifico sobre todos os sitios-alvos conhecidos para herbicidas, existindo em
torno de 30 sitios-alvos identificados para toxinas. Este método pode, certamente,
conduzir a descoberta do modo de acdo de uma toxina em particular, mas nao
assegura que outro modo de acdo ndo possa ser descoberto (ALMEIDA, 2014).

Os danos provocados pelas fitotoxinas podem ocorrer através da penetracéo
na planta, seguido da desestruturacéo da parede celular e inducédo da formacgéo de
lesGes necrdéticas ou halo clorético em folhas, talos ou frutos, com a vantagem
principal de ndo serem toxicas aos seres humanos e animais e degradarem-se
facilmente no ambiente. A seletividade da toxina para as plantas daninhas é variavel,
de uma espécie para outra, sendo que a toxina considerada mais promissora para
ser utilizada como herbicida natural € aquela que apresenta a maior especificidade
(CHARUDATTAN, 1991).

Quando utilizados em mistura com herbicidas quimicos, os metabdlitos
secundarios produzidos por fungos podem exercer um efeito sinérgico no controle
de plantas daninhas, além de reduzir a dose do produto sintético (HOAGLAND,
1990), porém, ainda ndo ha estudos utilizando a mistura dos dois tipos de
herbicidas. Desta forma, o isolamento de patégenos de plantas, bem como o estudo
dos agentes de controle e producdo de metabdlitos secundarios sdo os principais
caminhos para desenvolvimento de herbicidas de origem microbiana (YANG, et al.,
2014).

3.2.1.1 Microrganismos endofiticos

Apesar da imensa diversidade bioldgica que o Brasil detém (20% de toda a
biodiversidade mundial) de microrganismos, a biodiversidade destes é ainda
considerada desconhecida, sendo evidente a necessidade de estudos sobre a
biologia e funcionalidade do todo para manter um ecossistema dinamico (PYLRO et
al., 2013).

Os fungos endofiticos foram descritos inicialmente por Bary em 1866

(CHAPLA, et al., 2013), estes fazem parte de um grupo diversificado de ascomicetos
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e sdo definidos por sua ocorréncia assintomatica nos tecidos das plantas
aparentemente saudaveis (JALGAONWALA, 2011). Estes fungos colonizam tecidos
vivos da planta (interior das raizes, folhas e sementes) sem causar quaisquer efeitos
negativos imediatos evidentes (STONE, et al., 2000; SOUZA, et al., 2004; CHAPLA,
et al., 2013).

Fungos enddfitos provaram ser uma fonte rica de novos compostos organicos,
com atividades biologicas interessantes por seu potencial na producdo de
metabodlitos secundarios, além de exercerem fungbes importantes para a
sobrevivéncia do hospedeiro. Sabe-se que os enddfitos podem produzir metabdlitos
bioativos como toxinas, antibidticos, substéncias antimicrobianas e outros
compostos de interesse com potencial biotecnolégico (AZEVEDO, 1998; DAI et al.,
2005; SCHULZ & BOYLE, 2005; MOUZA & RAIZADA, 2013).

3.2.1.2 Phoma sp.

Entre os microrganismos utilizados para o controle biolégico de plantas
daninhas esta o fungo do género Phoma sp.. Esses fungos sdo causadores de
lesbes em folhas, caules, flores e vagens, bem como de descoloracéo do hipocétilo,
cotilédone e raizes (BAILEY et al., 2011; BOEREMA et al., 2004).

Trabalhos mostram bons resultados usando o fungo do género Phoma sp.
como agente herbicida, quando aplicados em algumas plantas daninhas (BAILEY et
al., 2011; GRAUPNER et al., 2006). Dentre as espécies do género Phoma trés tém
recebido atencdo: P. herbarum, P. chenopodicola e P. macrostoma (Tabela 3)
(NEUMANN & BOLAND, 1999; STEWART-WADE & BOLAND, 2005; HARDING,
2016).

Bailey e Derby (2010) encontraram dez isolados de Phoma macrostoma, com
efeito bioherbicida sobre plantas daninhas. A aplicacdo destes isolados resultou em
clorose e morte de varias espécies de plantas daninhas de folha larga, ndo tendo
efeito sobre monocotiledéneas. Porém o mesmo nao foi observado por Graupner et
al., (2003; 2006), quando houve acdo do fungo sobre plantas monocotiledéneas.
Bailey et al. (2011) observaram que este fungo foi eficiente para o controle de 38
espécies de 12 familias, entretanto 57 espécies de 25 familias foram consideradas
resistentes a esse patdogeno. Dessa forma, é observado que este bioherbicida pode

apresentar um comportamento seletivo entre as diferentes espécies de plantas
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daninhas (HALLETT, 2005). Convém ressaltar que outros trabalhos também
enfatizam o efeito do Phoma macrostoma de inibir especificamente o crescimento de
plantas dicotiledéneas (BAILEY et al., 2011; BAILEY et al., 2013; SMITH et al.,
2015).

Tabela 3- Phoma como agente de biocontrole de plantas daninhas.

Agente Planta Especificidade do Sistema A formulagéo do
bioerbicida Daninha agente de controle | destinado | produto
Fungo
Phoma Chenopodium N&o testado | Culturas de | Ingrediente ativo
chenopodicola album sobreoutras espécies | campo, tais | isolado a partir de
-Cirsium como cultura viva de P.
arvense beterraba e | chenopodicola
-Setaria viridis milho usando solvente
-Mercurialis organico
Annua
Phoma Plantas Afeta a maioria das | Relvado Granulos compostos
macrostoma dicotiledbneas monocotiledéneas, e por fragmentos de
ndo dicotileddneas micélio e farinha
(Bailey et al., 2011)
Phoma Taraxacum Relatado como um | Relvado A suspensdo de
herbarum officinale agente potencial de micélio em batata
controle para a caldo de dextrose
beldroegas (Neumann e
Trianthema Boland, 1999)
portulacastrum (Ray
e Vijayachandran,
2013)

Fonte: (HARDING, 2016).

Dois isolados fungicos do género Phoma também foram eficientes por causar
podriddo em Cirsium arvense, no entanto, estes isolados ndo foram identificados ao
nivel de espécie (SKIPP et al., 2013). Zhang et al. (2012) utilizaram Phoma sp. para
obter extratos antimicrobianos. Parra et al. (2005) otimizaram a producdo de
metabdlitos secundarios de Phoma sp. com atividade herbicida. Evidente et al.
(2015) utilizaram P. exigua como um potencial bioerbicida para o controle de C.
arvense. Almeida (2014) e Brun et al., (2016) também demonstram que toxinas
produzidas por Phoma sp. expressam atividade herbicida em plantas bioindicadoras.

Convém ressaltar que para o género Phoma foi concedido registro provisorio
como bioherbicidas para uso na gestao de ecossistemas florestais no Canada e nos
Estados Unidos (BOEREMA et al., 2004; BAILEY & FALK, 2011; BAILEY, 2014).



23

3.2.2 Bioherbhicidas

Nas Ultimas décadas, as pesquisas para 0 gerenciamento de plantas
daninhas tém-se centrado sobre a forma de reduzir a dependéncia de herbicidas
sintéticos em sistemas de cultivo, combinando outras técnicas de
manejo (CHIKOWO et al., 2009). Neste contexto os bioherbicidas devem ser
considerados parte do manejo integrado de plantas daninhas.

Bioherbicidas sdo produtos de origem natural para o controle de plantas
daninhas, podendo ser originados tanto de organismos vivos, derivados de
compostos produzidos pelos fungos, bactérias, virus ou protozoarios, bem como de
extratos ou compostos isolados de plantas (BAILEY, 2014; RANA, 2016). Isso
justifica o fato da meia vida dos bioherbicidas serem geralmente mais curto do que
os herbicidas quimicos (DUKE et al., 2000).

Apesar dos esforcos para identificar agentes bioerbicida eficazes em
laboratério e em campo, apenas treze bioherbicidas (Tabela 4) estdo atualmente
disponiveis no mercado. Convém ressaltar que destes nove sdo baseados em
microrganismos fangicos, trés bacterianos e um contém uma substancia ativa de
extrato vegetal. Porém apenas alguns paises tém bioherbicidas para
comercializacdo no mercado: Estados Unidos (4), Canada (3), Ucrania (1) e Franca
(1) (BAILEY, 2014).

Tabela 4 - Bioherbicidas produzidos a partir de microrganismos e extratos vegetais
para o controle de plantas daninhas.

(continua)
Pais/Ano Bioherbicida | Ingrediente Ativo Planta daninha Cultura alvo
EUA/1981 Devine Phyt(_)phthora Morrenia Citros
palmivora odorata
Colletotrichum Aeschynomene Arroz
EUA/1982 Collego gloeosporioides f. | virginica Soja
sp. aeschynomene
. Colletotrichum Malva pusilla Trigo, Lentilha Linho
Canada . -~
BioMal gloeosporioides f.sp.
1992
malvae
Puccinia Isatis tinctoria
EUA/2002 Woad Warrior | thlaspeos C.
Shub
. Chondrostereum pur | Prunus Serotine Solos arenoso
Canadé& 2004 '
USA 2004 Myco-tech pureum Populus. rore,stas de
euramericana coniferas
Canada 2004 | oo (S | opus | forestas e
EUA 2005 P pulus. >
euramericana coniferas
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Tabela 4 - Bioherbicidas produzidos a partir de microrganismos e extratos vegetais
para o controle de plantas daninhas.

(concluséo)

Alternaria destruens | Controla varias | Alfafa, cenoura,
espécies de | amora, pimenta
EUA 2005 Smolder Cuscuta spp doce, tomate,
berinjela
Sclerotinia minor Dandelion Controla as
Canada 2009 Sarritor (Taraxacum spp.) ?eiclz\?;iledﬁnea em
Phoma macrostoma | Ndo encontrado Dicotiledénea em
Canada/ EUA Phoma campos de golfe,
agricultura e agro-
florestal
2012 Opportune Relvado
Japéo Camperico Xanthom(_)nas Poa annua N&o encontrado
campestris
-Lactobacillus casei, | -Trifolium repens;
Organo-Sol | -Lactobacillus -Lotus corniculatus;
Canada 2010 | Kona (nome | rhamnosus, -Medicago
comercial) -Lactobacillus lupulina e Oxalis
lactis ssp. acetosella.
2015 Beloukha Derivado do 6leo de | Ndo encontrado Jardinagem
canola
Derivado do 6leo de | Dessecante Caminhos de
N&o canola -  dados | Natural pés- | parque, jardins
Katoun P o
encontrado Syngenta emergéncia de | publicos.
plantas daninhas

Fonte: Adaptado CORDEAU et al., (2016).

Poucos bioherbicidas tém alcancado o sucesso comercial a longo prazo, em
parte devido a um desempenho inconsistente em condi¢cdes de campo. Pesquisa,
desenvolvimento e regulacdo sdo necessarias para melhorar o nimero de solucbes
eficazes no mercado mundial. O uso de bioherbicidas deve ser um passo importante
no sentido da sustentabilidade na agricultura (CORDEAU et al., 2016).

3.3 FERMENTACAO SUBMERSA

A fermentagcdo em estado solido e a fermentacdo submersa s&o os dois
principais tipos fermentativos para processos de producdo de agrotoxicos com
microrganismos microbianos. As condicdes do meio fermentativo (tempo de
fermentacao, temperatura e agitacao), bem como o tipo de fermentacéo, influenciam
diretamente na producdo de metabolitos secundarios (CASTRO & FERREIRA, 2010;
VAREJAO et al., 2013).
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Um dos métodos ideais para a producéo de bioherbicida de origem fangica é
a fermentacdo submersa (ASH, 2010; CHENG et al., 2003; GIBBS et al., 2000). Os
processos submersos sao aqueles em que O microrganismo, ou mesmo outras
células, desenvolvem-se em meio de cultura com excesso de agua sob agitacéo
(SINHA & SINHA, 2009). Nos processos com fungos as condigbes usadas mais
frequentemente sdo um tempo de fermentacao de 5 a 12 dias, com uma temperatura
em torno de 24-35 °C e agitacdo de 50-150 rpm (KLAIC, 2014).

Um fator importante na fermentacdo é o meio de cultura, podendo utilizar-se o
meio industrial, bem como um meio sintético (SINGHANIA, 2010; ZHANG et al.,
2012), convém ressaltar que este utiliza reagentes biotecnoldgicos para o
desenvolvimento do meio de cultura, por exemplo: extrato de levedura, peptona,
glucose e varios micronutrientes (ALMEIDA, 2014).

Geralmente as concentracdes de fitotoxinas de fungos em meios de cultura
sdo baixas, uma vez que o metabdlito produzido se encontra diluido em um grande
volume reacional (VAREJAO, 2013). Neste sentido, a etapa de purificacdo e
concentracdo das moléculas é indispensavel para garantir a eficacia e a viabilidade

da producgéo do bioherbicidas.

3.4 MEMBRANAS

A separacdo por membranas (PSM) € basicamente um processo de
transferéncia de massa, onde a alimentacdo € constituida por uma mistura de dois
Ou mais componentes que € parcialmente separada através de uma barreira
semipermeavel (membrana) em duas fracbes denominadas permeado e retido.
(PESSOA JUNIOR & KILIKIAN, 2005; SEADER et al., 2010).

O objetivo principal do PSM é a separacao, a concentracao e/ou a purificacdo
de qualquer componente/ composto presente em uma solucao. Esses processos sédo
baseados na massa e tamanho molecular, na forma dos compostos e nas interagdes
com a superficie das membranas e outros componentes da mistura (STRATHMANN,
1990; BALDASSO, 2008; PINHEIRO, 2015).

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

do ponto de vista morfolégico como densas ou porosas e quanto a sua estrutura
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como simétrica ou assimétrica, considerando sua estrutura interna (Figura 1)

(CHERYAN, 1998).

Figura 1- Tipos de membranas de acordo com a morfologia e estrutura interna.

Fonte: (HABERT, et al.,
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densa
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2006).

Quanto aos diferentes tipos de processos de separacdo por membrana, 0S

segmentos mais significativos séo representados pelos processos de microfiltracédo

(MF), ultrafiltracdo, nanofiltracdo, osmose reversa, pervaporacdo, permeacdo de

gases e didlise. Um esquema dos processos de separacao com suas caracteristicas
de aplicacdo é descrito na Tabela 5 (BAKER, 1991; HABERT et al., 2006; BAKER,

2012).

Tabela 5 - Classificacdo dos processos classicos de separacdo por membranas.

Processo

Escala de separacéo

Aplicacbes

Microfiltracao 0,12 10 ym Esterilizacdo bacteriana; Concentracédo de
células/moléculas
Ultrafiltrag&@o 0,01 a0,1 ym Concentragdo de proteinas.
Nanofiltracéo 1 nma 0,01 ym Purificacdo de enzimas; Biorreatores a
membrana
Osmose Reversa <5nm Concentragdo de suco de frutas.
Pervaporacéo <1nm Desidratacéo de alcoois.
Permeacdo de Gases <1lnm Recuperacéo de hidrogénio.
Didlise <5nm Hemodidlise; Rim artificial.

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

O processo de MF utiliza membranas porosas com poros na faixa entre 0,1 e

10 ym (100 e 10.000 nm), promovendo a separacdo de particulas de diferentes
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tamanhos através da aplicacdo de um gradiente de pressao relativamente baixo,
dificilmente passando de 3 bar, caracterizando-se como 0 processo de separacao
por membranas mais semelhante com o processo convencional de filtracdo
(HABERT et al., 2006; BALDASSO, 2008; GARCIA et al.,2013).

Ha um grande campo de aplica¢des envolvendo os processos de utilizagéo e
separacdo de membranas, tanto nas industrias farmacéuticas, quimicas, como nas
industrias agroalimentares: desde a simples potabilidade da agua a partir da agua do
mar, até o fracionamento, concentracdo e purificacdo de solu¢cdes moleculares
(BRANS et al.,, 2004). Os bons resultados alcancados nas pesquisas com PSM
permitem vislumbrar um futuro bastante promissor para essa tecnologia, deixando
de serem apenas técnicas laboratoriais para serem utilizadas industrialmente
(MOURA, 2002).

3.5 FORMULACAO

Uma das etapas importantes para a producdo de um bioherbicida é
desenvolver uma tecnologia de formulacdo e aplicacdo adequada (RANA, 2016). A
busca de 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 comercializacao futura (GHORBANI et al.,
2005), podendo para isso utilizar a adicdo de adjuvantes no caldo a ser aplicado
(ALMEIDA, 2014).

3.5.1 Adjuvantes

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

Os resultados das aplicagcdes dos adjuvantes juntamente com o herbicida
podem sofrer interferéncia de diversos fatores, entre eles: no momento da mistura

no tanque (a compatibilidade e estabilidade da mistura, a qualidade da agua, o pH, a
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formacao de espuma, a disperséo e a agitacédo); na hora da aplicacéo (forma do jato
e a abertura das pontas de pulverizagao, calibracdo, presséo, volume perdido por
evaporacao, vento e velocidade de deslocamento); na deposi¢cdo do produto sobre o
alvo (espalhamento das gotas, chuvas, orvalho, umidade, emissdo de raios UV e
superficie do alvo); na retencdo (velocidade, angulo e tamanho da gota, superficie
das folhas, arquitetura da planta, tensao superficial e viscosidade); na penetragao
(idade e densidade das folhas, composicdo e estrutura da planta, propriedades
fisico-quimicas e solubilidade das gotas e condi¢cdes ambientais); e na translocacéo
(espécie da planta, estadio de crescimento, fisiologia e fitotoxidade) (GREEN, 2001).

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

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

- Surfactantes: influenciam principalmente a capacidade dos herbicidas a
penetrarem na cuticula cerosa da folha, facilitam ou melhoram a emulsificacéo,
dispersdo, molhamento e adesdo das moléculas no tanque de mistura, bem como
reduzem a tensédo superficial da agua.

- Agentes molhantes: aumentam a capacidade da agua para deslocar o ar ou
liguidos a partir da superficie da folha, permitindo que ele seja molhado pelo
herbicida, ajudando a espalhar a solugdo mais uniformemente sobre a folha.

Na agricultura, sdo utilizados dois tipos de 6leos: o mineral (originados de
uma fracdo da destilacdo do petréleo) e o vegetal (provenientes do processamento
de gréaos) (HESS, 1997; MENDONCA et al., 2007). Os 6leos vegetais e minerais
gquando estdo na funcdo de adjuvantes podem favorecer o espalhamento e a
absorcdo, a concentragdo comercial em que o0s Oleos sdo usualmente
comercializados se apresentam em cerca de 80% de 6leo / 20% de agente
tensoativo, esses juntamente com a agua sao adicionados para aumentar o tempo
de retencdo de uma solucdo nas folhas, permitindo um aumento na captacdo de
herbicida (MENDONCA et al., 2007; RANA, 2016).

Alguns aspectos importantes que levaram ao maior interesse em usar
adjuvantes na agricultura através dos sistemas de aplicacdo por pulverizacdo é a

melhora na eficiéncia e desempenho dos agrotoxicos, melhor cobertura e absorcao,



29

aspectos operacionais ou econdmicos, menor prejuizo ao ambiente e saude
humana, eficiéncia operacional com menor vazdo de &agua e melhor ganho
operacional de uso de maquinarios (FARM CHEMICALS, 2013; VERONESE, 2015).

Trabalhos demonstraram resultados satisfatérios quando utilizados
adjuvantes juntamente com bioherbicidas. Gronwald et al. (2002) estudaram o efeito
do possivel bioherbicidas Pseudomonas syringae pv. Tagetis em conjunto com
adjuvante para o biocontrole de Canada thistle (Cirsium arvense), verificaram a
necessidade da adicdo de Silwet L-77, para melhores resultados. Borges Neto et al.
(1998) estudaram o efeito de 10 adjuvantes no desenvolvimento de um bioherbicidas
com propagulos de Cercospora caricis, visando a melhor distribuicdo e adesédo dos
propagulos sobre a superficie das folhas. Neste trabalho, os autores observaram
maior porcentagem de folhas mortas causadas pelo bioherbicida com a utilizacdo do
adjuvantes.

Borges Neto e Pitelli (2004) relataram os efeitos da adicdo de adjuvantes e a
associagao com herbicida na infectividade do fungo Fusarium graminearum, para o
biocontrole de plantas aquaticas, Egeria densa e E. najas. Bastos (2016) também
relatou em seu trabalho melhores resultados quando adicionado adjuvantes ao
fermentado de Diaporthe sp.. Piyaboon et al., (2016) relatam que as suspensdes de
esporos do fungo Myrothecium roridum com 10% de 6leo de palma ou 1% de Tween
20 causaram nivel mais elevado de gravidade da doenca, em comparacdo com 0S
esporos aplicados apenas em agua para o controle de Jacinto de agua (Eichhornia

crassipes).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio Biotec Factory,
Departamento de Engenharia Quimica e Laboratorio Fitossanitario na Universidade
Federal de Santa Maria, RS.

4.1 OBTENCAO E MANUTENCAO DA CEPA

A cepa de Phoma sp. (NRRL 43879) foi obtida no National Center for
Agricultural Utilization Research — EUA (ARS). A mesma foi mantida em batata

dextrose agar (BDA) a 4 - 6 °C e sub-cultivadas a cada 15 dias.

4.2 FERMENTACAO SUBMERSA

O preparo do pré-inoculo, foi realizado a partir de placas sub-cultivadas
durante 7 dias em estufa bacteriolégica a 28°C (Figura 2). Para a fermentacédo
utilizou-se oito frascos de Erlenmeyers de 250 mL contendo 125 mL de meio de
cultivo cada, conforme a composicao definida a seguir: 200 gL de batata, 20 gL de
dextrose, 10 gL* peptona, 7,5 gL de extrato de levedura, 2,0 gL' de (NH4)2SO4,
1,0 gL de FeS04.7H20, 1,0 gL' de MnSO4.H20 e 0,5 gL! de MgSOa (YU et al.,
1998; SELBMANN et al., 2002; PARRA et al., 2005; ZHANG et al., 2012).

Figura 2- Placa de meio BDA com o microrganismo Phoma sp.

Fonte: Autor

O meio de cultivo foi esterilizado em autoclave a 121°C durante 30 min e apos
atingirem a temperatura ambiente, com o auxilio de um tubo de ensaio, adicionou-se

dois discos de 2 cm de didmetro em cada frasco. Todo o manuseio, preparo e
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inoculacdo do fungo Phoma sp. foi realizado em capela de fluxo laminar com
completa assepsia dos materiais utilizados, de modo que a interferéncia externa ou
possivel contaminacdo com organismos indesejaveis fosse eliminada. O fungo foi
cultivado durante 7 dias em agitador orbital, com agitacdo de 120 rpm e 28°C (Figura
3). Ao final da fermentacéo, o caldo foi filtrado e armazenado em geladeira até a sua

utilizagéo.

Figura 3- Aspecto do pré-inéculo aos 7 dias apés a fermentacéo.

Fonte: Autor

4.3 MEMBRANAS
4.3.1 Purificacao e concentracao

O processo de separacdao por membranas (Figura 4) foi realizado utilizando
uma membrana de microfiltracdo de fluoreto de polivinilideno - PVDF (Microza —
modelo UMP 1047R), médulo tubular com didmetro de poro de 0,2 ym e com area
de filtracdo de 0,09 m?, a presséo de trabalho foi de 1 bar em temperatura ambiente.
A alimentacdo na membrana separa-se em duas correntes: retido e permeado. As
moléculas de tamanho inferior ao do poro da membrana passam através dela,
enquanto as de tamanho superior ficam retidas pelo efeito peneira ou por forcas
repulsivas da superficie da membrana (GIRALDO-ZUNIGA et al., 2004; ORDONEZ,
2005a, 2005b).

O reservatorio da unidade foi alimentado com 500 mL do sobrenadante e
ap0s 0 processo entrar em regime realizou-se a retirada das duas fracOes

(permeado e retido) conforme Tabela 6.
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Figura 4- Processo de separacao por membranas — Microfiltracao.

Fonte: Autor

Tabela 6 - Concentracdes do caldo fermentado nas duas fragdes da membrana.

Permeado (%) Retido (%)
10 90
30 70
50 50
70 30
90 10

Fonte: Autor

4.3.2 Bioensaios

Para avaliar o melhor desempenho do herbicida de origem biolégica
produzido por Phoma sp. nas diferentes concentracdes obtidas nas duas fracdes
(retido e permeado) na membrana, foram realizados testes, em folha destacada em
ensaio de absorcdo de folha (PEDRAS & AHIAHONU, 2004), com a espécie C.
sativus (pepino). Mesmo nédo sendo planta daninha, é utilizada em testes com
herbicidas quimicos, pois é sensivel a estes e de uso frequente em bioensaios para
deteccédo de residuos de herbicidas sintéticos no solo (ALMEIDA, 2014).

Conforme se observa na Figura 5, para a realizacdo do teste de aplicacdo em
folha destacada, foram coletadas folhas jovens de C. sativus, seccionando na base

de seu peciolo, e dispostas em caixas gerbox previamente desinfetadas com alcool
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70% e forradas com duas folhas de papel filtro (Germitest®) umedecidas. No peciolo
da folha foi colocado um algodédo embebido em 2 mL de caldo produzido por Phoma
sp. ha concentracdo avaliada, e deixou-se absorver um volume da solugéo teste.
Convém ressaltar que para a testemunha o algodao foi embebido com agua
(PEDRAS & AHIAHONU, 2004).

Figura 5- Folha destacada de C. sativus para a realizacao do teste de aplicacao.

Fonte: Autor

Os Gerbox foram acondicionados em BOD com temperatura constante (28°C)
e fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro. Varejao et al., (2013) destacam que
alguns metabdlitos possuem atividade fitotoxica na presenca e outros na auséncia
de luz, por isso os testes foram realizados sob iluminacéo alternada, evitando perdas
na deteccao de atividades fitotoxicas influenciada pela luz.

A avaliacao foi realizada em 3°, 6° e 9° dia ap0s a aplicacéo, para a analise do
aparecimento de sintomas. Para a verificacdo da eficacia do produto, utilizou-se a
escala desenvolvida por Frans e Crowley (1986), por meio de notas de 0 a 100% de

fitotoxidade, conforme os efeitos causados na parte aérea da planta (Tabela 7).
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Tabela 7 - Escala adaptada de Frans & Crowley para a avaliacdo do percentual de
fitotoxidade.

% Descricdo das categorias Descricdo detalhada da fitotoxidade
principais na cultura
0 Sem efeito Sem injdria ou reducao
10 Leve descoloracdo ou atrofia
20 Efeito leve Alguma descoloracédo ou atrofia, ou perda por atrofia
30 Injdria mais pronunciada, mas ndo duradoura
40 Injaria moderada, mas normalmente com recuperacao
50 Efeito moderado Injdria mais duradoura, recuperagéao duvidosa
60 Injaria duradoura, sem recuperagéo
70 Injuria pesada, reducédo de estande
80 Efeito severo Cultura proxima da destruigéo - poucas plantas sobreviventes
90 Raramente restam algumas plantas
100 Efeito total Destruicdo completa da cultura

Fonte: Adaptado por FRANS & CROWLEY (1986).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com trés repeticdes de
cinco folhas para cada tratamento, mais a testemunha. Os dados foram submetidos
a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, com nivel

de significancia de 5% de probabilidade.

4.4 FORMULACAO

A fim de avaliar a adicdo de adjuvantes na melhor condicdo encontrada nos
resultados anteriores, foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR), conforme Tabela 8.

Para o preparo das emulsdes utilizou-se a mistura dos adjuvantes Span®80
(Equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL): 4,3), Tween®80 (EHL=15) e 6leo de palma
(Agropalma), conforme a Tabela 8. Ap6s a pesagem, misturou-se o Span®80 ao 6leo
de palma (mistura A), com o auxilio do homogeneizador Turrax a 7000 rpm por 1
min., assim como fez-se a mistura do caldo fermentado ao Tween®80 por 1 min.
(mistura B). Apds esse procedimento, a mistura A foi sendo adicionada aos poucos a

mistura B e manteve-se em agitagcéo por 5 min.
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Tabela 8 - Planejamento de experimentos delineamento composto central rotacional
(DCCR) para trés variaveis independentes.

Ensaio Oleo (% m/m) Surfactante (% m/m) EHL" (-)
1 2,8 (-1) 2,8 (-1) 6,5 (-1)
2 8,2 (1) 2,8 (-1) 6,5 (-1)
3 2,8 (-1) 8,2 (1) 6,5 (-1)
4 8,2 (1) 8,2 (1) 6,5 (-1)
5 2,8 (-1) 2,8 (-1) 12,8 (1)
6 8,2 (1) 2,8 (-1) 12,8 (1)
7 2,8 (-1) 8,2 (1) 12,8 (1)
8 8,2 (1) 8,2 (1) 12,8 (1)
9 1(-1,68) 5,5 (0) 9,7 (0)
10 10 (1,68) 5,5 (0) 9,7 (0)
11 5,5 (0) 1(-1,68) 9,7 (0)
12 5,5 (0) 10 (1,68) 9,7 (0)
13 5,5 (0) 5,5 (0) 4,3 (-1,68)
14 5,5 (0) 5,5 (0) 15 (1,68)
15 5,5 (0) 5,5 (0) 9,7 (0)
16 5,5 (0) 5,5 (0) 9,7 (0)
17 5,5 (0) 5,5 (0) 9,7 (0)

* Equilibrio hidrofilo-lipofilo.

Na Tabela 9 estdo apresentados os dados referentes as doses utilizadas de
adjuvantes (6leo de palma, Span®80 e Tween®80), dgua destilada e bioherbicida
concentrado, de acordo com o DCCR.

Tabela 9 - Matriz do desenho DCCR para os formulados, nas diferentes
concentracdes de bioherbicida concentrado, 6leo de palma, Span®80 e Tween®80.

(continua)
Formulacfes Oleo de MS (g)* MT (g)? EHL Caldo (g)
Palma (g)
Agua Destilada - . . - -
Bioherbicida concentrado - - - - 10,0
01 0,28 0,2224 0,0576 6,5 9,4
02 0,82 0,2224 0,0576 6,5 8,9
03 0,28 0,6514 0,1686 6.5 8,9
04 0,82 0,6514 0,1686 6,5 8,4
05 0,28 0,0576 0,2224 12,8 9,4

06 0,82 0,0576 0,2224 12,8 8,9




36

Tabela 9 - Matriz do desenho DCCR para os formulados, nas diferentes
concentracdes de bioherbicida concentrado, 6leo de palma, Span®80 e Tween®80.
(concluséo)

07 0,28 0,1686 0,6514 12,8 8,9
08 0,82 0,1686 0,6514 12,8 8,4
09 0.1 0,2724 0,2775 9,7 9,4
10 1 0,2724 0,2775 9,7 8,5
11 0,55 0,0495 0,0504 9,7 9,4
12 0,55 0,4953 0,5047 9,7 8,5
13 0,55 0,5500 0,0000 4,3 8,9
14 0,55 0,0000 0,5500 15 8,9
15 0,55 0,2724 0,2776 9,7 8,9
16 0,55 0,2724 0,2776 9,7 8,9
17 0,55 0,2724 0,2776 9,7 8,9

1 Massa de Span®80
2Massa de Tween®80

4.4.1 pH

O pH foi mensurado com uso de um pHmetro de bancada, temperatura de
25°C, foram realizadas afericdes de todas as caldas de pulverizagdo, bem como da
agua isoladamente. Foram feitas trés afericbes de cada solucdo, entretanto, nao
houve diferenca nas repeticbes, portanto os valores apresentados ndo foram

submetidos a andlise estatistica.

4.4.2 Densidade

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

3 mL de cada amostra, sendo realizada uma triplica para cada formulado.

4.4.3 Tensao superficial

A tensdo superficial das formulagcdes preparadas foi medida utilizando um
analisador de forma gota KRUSS DSA25 (KRUSS, Alemanha) a 25 °C. A tenséo
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superficial foi determinada com o método da gota pendente (10 gotas por solucéo
dos formulados).

4.4 4 Bioensaio em C. sativus

O possivel poder bioherbicida da fitotoxina do fungo Phoma sp. foi
determinado através da aplicacdo das diferentes formulas do DCCR, foi conduzido
em casa de vegetacdo, onde se utilizou como planta teste a espécie C. sativus.

A semeadura de C. sativus foi feita em copos plasticos com volume de 180
mL contendo o substrato comercial Mecplant® e posteriormente distribuidos em
bandejas de polietileno, sendo 17 bandejas para os tratamentos e uma bandeja para
a testemunha, contendo doze plantas, divididas em quatro repeticdes contendo trés
plantas. Para cada tratamento foi utilizado um controle, constituido das respectivas
formulacdes de Span®80 e Tween®80 e substituido o caldo fermentado por agua
destilada. Para a testemunha utilizou-se uma bandeja com doze plantas onde foi
realizada a aplicacdo apenas de agua destilada. Ainda, utilizou-se uma bandeja com

doze plantas onde foi aplicado apenas o caldo fermentado (Figura 6).

Figura 6- Casa de vegetacao (A), bandejas com repeticoes (B).

Fonte: Autor

As aplicacdes foram realizadas em duas etapas, a primeira aos 7 dias e a
segunda aos 10 dias ap0s a semeadura, utilizando um borrifador manual. Para cada
repeticdo, foram aplicados 3 mL do formulado.

O bioensaio visou identificar a capacidade de inibicdo do desenvolvimento de

plantulas diante de uma grande diversidade de formulados. A avaliacdo da
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fitotoxidade foi realizada visualmente aos 7 dias ap0s a aplicacdo dos formulados,
utilizando-se a escala adaptada de Frans & Crowley (Tabela 7).

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repeticoes
de trés plantas para cada formulado, mais a testemunha. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, em havendo significancia as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott, com nivel de significancia de 5% de
probabilidade.

4.5 APLICACAO EM PLANTAS DANINHAS

4.5.1 Bioensaio em pré-emergéncia

4.5.1.1 Camara de Germinacao (BOD)

Para os testes de germinacao foi utilizada a espécie B. pilosa (picdo-preto) e
A. retroflexus (caruru gigante). Os mesmos foram realizados em caixas gerbox
previamente desinfetadas com é&lcool 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 o peso do papel, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

Apés, foram semeadas 4 repeticBes de 25 sementes com diferentes diluicdes
(10, 20, 40, 60, 80 e 100%), totalizando 100 sementes por tratamento e
acondicionados em BOD, com temperatura constante (28°C) e fotoperiodo de 12/12
horas de luz/escuro (Figura 7).

Para a andlise do teste de germinacdo, contabilizou-se o numero de
sementes germinadas e o ndmero 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 avaliagdo do numero de
sementes germinadas foi feita aos 4 dias apés a instalacdo do experimento, seguida
de outras duas avaliagbes 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 germinacao foi calculada por
meio da equacao:
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Xni
Germinagao: G = o x 100

Onde, ni: € o numero de sementes germinadas em cada repeticédo; A: total de

sementes utilizadas.

Figura 7- Teste de germinacgéo realizado em caixas gerbox em espécies de B. pilosa
e A. retroflexus.

Fonte: Autor

4.5.1.2 Germinagao em substrato

O bioensaio visou identificar a capacidade de inibicdo da germinacdo da
planta daninha diante do bioherbicida concentrado — retido 30% formulado com
Phoma sp., aplicado diretamente ao substrato.

Para os testes foi utilizada a espécie A. retroflexus, por ser uma planta
daninha de facil germinacdo e nao necessitar de quebra de dorméncia. Os
experimentos foram realizados em bandejas previamente desinfetadas com &lcool
70% e preenchidas com 2 kg de substrato comercial Mecplant®. Em cada bandeja
foram semeadas aleatoriamente as sementes e aplicado 100 mL do caldo retido
30%, convém ressaltar que foram realizadas diferentes dilui¢des: 100, 50 e 25 %. O
teste de germinacdo foi instalado no delineamento inteiramente casualizado,
contendo 3 repeticoes.

Os bioensaios foram realizados em casa de vegetacdo com condi¢bes de
temperatura e umidade controladas. A avaliacdo da germinacao de A. retroflexus foi

realizada visualmente aos 10 e 15 dias ap0s a aplicacéo.
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4.5.2 Bioensaio em pos-emergéncia

A partir da melhor condicdo encontrada nos resultados anteriores, quanto ao
desempenho das diferentes formulagdes utilizando adjuvantes em C. sativus, foram
realizados testes em plantas daninhas.

Em condicbes de casa de vegetacdo foram cultivadas plantas de B. pilosa
(picdo-preto) e A. retroflexus (caruru gigante) e C. canadensis (buva). As espécies
de B. pilosa e A. retroflexus em copos com capacidade 100 mL contendo o substrato
comercial Mecplant®, contendo 1 plantas por copo, em dez repeticdes. JA a C.
canadensis foi cultivada em copos de 180 mL contendo o substrato comercial
Mecplant®, contendo 1 planta por copo, em cinco repeticdes. Para cada bioensaio foi
utilizado um controle, constituido da respectiva formulacdo substituindo o caldo
fermentado por agua destilada. As espécies foram escolhidas por serem plantas
daninhas de importancia na agricultura brasileira, representando a classe das
dicotiledéneas e que tem ocasionando elevadas perdas se nao controladas.

As aplicacbes em pos-emergéncia foram realizadas em camara de aplicacéao
modelo Generation Il Research Sprayer em duas etapas, a primeira aos 15 dias e a
segunda aos 18 dias ap0s a semeadura. Para cada repeticdo, foram aplicados
respectivamente 100, 200 e 300 L ha do formulado, sob pressdo constante de 20
Psi, pressurizado por CO2. A ponta utilizada foi do tipo jato plano (leque) 8002.
(Figura 8).

Figura 8- Vasos com repeticéo das plantas daninhas B. pilosa, A. retroflexus e C.
canadensis e Camara de aplicagéo.

tl

Fonte: Autor
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Convém ressaltar que as mudas das plantas daninhas B. pilosa e A.
retroflexus estavam no estadio de 3 a 4 folhas verdadeiras, enquanto C. canadenses
se encontrava em estadio mais avancado de crescimento.

A casa de vegetacdo, onde foram conduzidos os testes, apresenta um
sistema automatico de controle de temperatura e umidade relativa, através de
ventiladores. O bioensaio visou identificar a capacidade de Inibicdo do
desenvolvimento das plantas daninhas diante do formulado. Os sintomas da
fitotoxidade foram realizados visualmente aos 7, 10 e 15 dias ap0s a aplicacdo dos
formulados, e a avaliagdo utilizada para definir a toxicidade foi baseada segundo
conceitos aplicados, (Tabela 10) da Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas
Daninhas- SBCPD, descrevendo detalhadamente os sintomas apresentados pelas

plantas.

Tabela 10 - Descricdo dos conceitos aplicados as avaliagdes de toxicidade segundo
a SBCPD.

% Descricao
0-20 Sem injdria ou efeito
20 - 40 Injuria leve e/ou reducéo do crescimento com rapida recuperagao
40 - 60 Injuria moderada e/ou reducéo do crescimento com lenta recuperacgado ou definitiva
60 — 80 Injurias severas e/ou redugéo do crescimento ndo recuperaveis e/ou reducéo do
estande
80 — 100 Destruicdo completa da cultura ou somente algumas plantas vivas

Fonte: (SBCPD,1995).

O delineamento utilizado para os bioensaios foi inteiramente casualizado com
trés repeticdes de doze plantas para cada formulacdo, mais a testemunha. Os dados
foram submetidos a analise de variancia em havendo significancia as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott, com nivel de significancia de 5% de

probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DO EFEITO FITOTOXICO PRODUZIDO POR PHOMA sp. NAS
DIFERENTES CONCENTRACOES OBTIDAS NA MEMBRANA

Na Tabela 11, observou-se que o ensaio utilizando caldo bruto apresentou
valor que diferiu significativamente do valor do processo de utilizacdo de membrana,
assim confirmando a necessidade de um tratamento a fim de concentrar 0s

compostos bioativos no caldo antes de sua aplicagao na planta.

Tabela 11 - Fitotoxidade em folhas de C. sativus das diferentes concentracdes
obtidas na membrana.

Ensaios Permeado Retido
Testemunha 0,00 a 0,00 a
Caldo 36,00 b 36,00 b
10% 30,00 b 60,67 c
30% 32,00 b 80,67 c
50% 44,88 b 47,33 b
70% 39,33 b 29,33 b
90% 30,00 b 33,33b

CV (%) 26,93

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a nivel
de 5% de probabilidade de erro.

Conforme os resultados expressos na Tabela 11 as concentracbes que
apresentaram os melhores resultados foram 10% e 30% no retido. Escolheu-se o
ensaio com a fracao retido 30%, pois apresentou maior efeito nas plantas teste.
Entre os sintomas destacam-se o amarelamento, murchamento e necrose em
plantas de C. sativus (Figura 9).

A tecnologia que utiliza membranas mostrou-se um processo eficiente,
permitindo a concentracdo e o fracionamento dos compostos com base no peso e

tamanho molecular, possibilitando a maximizacao do efeito bioherbicida.
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Figura 9- Comparacéo das lesdes observadas nos ensaios: testemunha (A), caldo
(B) e retido 30% (C).

Fonte: Autor

5.2 FORMULACAO
5.2.1 pH

Na Tabela 12 esta representado o pH das diferentes formula¢gdes, onde
verificou-se que os valores dos tratamentos e dos controles sofreram variacoes,
porém nao significativas, permanecendo entre 5,6 e 6,6 demonstrando que estes
produtos nao alteram o pH, segundo Favaretto (2011) descarta que este fator tenha
sido responsavel por alteracées no comportamento nos testes realizados.

Tabela 12 - Matriz do desenho DCCR para avaliar a influéncia no pH para os
formulados de tratamento e controle, nas diferentes concentracfes de bioherbicida
concentrado, Span®80 e Tween®80.

(continua)
pH
Formulacao Tratamento Controle
% %
Agua Destilada 6,0 6,0
Bioherbicida concentrado 5,4 54
01 5,7 6,6
02 5,7 6,4
03 5,7 5,7
04 5,6 5,4
05 5,6 54
06 5,6 5,7
07 5,7 5,7

08 5,6 5,9
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Tabela 12 - Matriz do desenho DCCR para avaliar a influéncia no pH para os
formulados de tratamento e controle, nas diferentes concentracées de bioherbicida
concentrado, Span®80 e Tween®80.

(concluséao)

09 5,7 5,9
10 5,7 5,9
11 5,7 5,9
12 5,6 5,9
13 5,6 5,8
14 5,7 6,0
15 5,7 6,2
16 5,7 6,2
17 5,7 6,1

Em termos de caracteristicas para a aplicacdo dos produtos sobre possiveis
plantas daninhas, o pH das 17 formula¢gbes permaneceram proximo do valor de pH
entre (4,0 a 7,0) que auxilia no aumento da eficiéncia do produto (ALMEIDA, 2014).
Segundo Cunha et al (2009) em pH mais baixo, a taxa de hidrélise € retardada,
mantendo a folha Umida por maior tempo, pois a superficie das folhas tem pH

neutro, havendo uma interagédo com o pH da calda.

5.2.2 Densidade

A Tabela 13 apresenta os valores de densidade a 25°C para os 17 formulados
do DCCR, com as diferentes concentracdes do caldo, Span®80 e Tween®80. 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
préximos a densidade da agua (0,9986 g cm™), quanto ao tratamento os valores
foram bem préximos ao bioherbicida concentrado. Porém, a magnitude desta
alteracao foi pequena, em virtude das concentracbes 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 alteracdes na
densidade ocorreram nas duas ultimas casas decimais. O menor valor de
densidade encontrado foi na formulagdo 04 (1,0046 g cm?®) e o maior para a
formulacdo 14 (1,0134 g cm3). Diferencas néo significativa em valores de densidade
para as diferentes formulagbes, adjuvantes e concentracbes também foram

relatadas por Cunha e Alves (2009).
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Tabela 13 - Matriz do desenho DCCR para avaliar a influéncia na densidade a 25°C
para o tratamento e controle, nas diferentes concentragdes de bioherbicida
concentrado, Span®80 e Tween®80.

Densidade
Formulagao Tratamento Controle
% %
Agua Destilada 0,9986 0,9986
Bioherbicida concentrado 1,0078c 1,0078j
01 1,0081c 0,9970e
02 1,0065b 0,9945¢
03 1,0078c 0,9974e
04 1,0046a 0,9921a
05 1,0094c 0,9980f
06 1,0092c 0,9977f
07 1,0133d 1,0027i
08 1,0133d 1,0004h
09 1,0084c 1,0002h
10 1,0083c 0,9928b
11 1,0083c 0,9971e
12 1,0060b 0,9990g
13 1,0087c 0,9980f
14 1,0134d 1,0026i
15 1,0082c 0,9966d
16 1,0082c 0,9966d
17 1,0082c 0,9966d
CVv 0,08 0,04

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a nivel
de 5% de probabilidade de erro.

5.2.3 Tenséao Superficial

Inicialmente foram verificados os valores das tensdes superficiais do caldo
contendo o bioherbicida concentrado por membrana (100%v/v) e da agua,
apresentando valores 49,72 mN mt e 69,00 mN m respectivamente. Quando
comparados os valores de tensdo superficial obtidos nas 17 formulacdes para os
tratamentos e controles (Tabela 14), é possivel verificar um acentuado decréscimo

nos valores em funcéo da adicao de surfactantes na calda.
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Tabela 14 - Matriz do desenho DCCR para avaliar a influéncia na tenséo superficial
para o tratamento e controle, nas diferentes concentragdes de bioherbicida
concentrado, Span®80 e Tween®80.

Tenséo Superficial

Formulagao Tratamento Controle
% %

Agua Destilada 69,00 69,00
Bioherbicida concentrado 49,72 49,72
01 29,08 31,71

02 28,65 28,85

03 28,12 28,59

04 27,58 30,45

05 29,03 32,57

06 27,00 34,61

07 27,31 29,11

08 30,57 30,43

09 29,69 29,77

10 29,36 31,14

11 31,74 30,55

12 27,05 29,76

13 29,04 29,10

14 34,40 38,19

15 31,16 31,91

16 31,14 31,89

17 31,15 31,90

Observou-se na (Tabela 14) que em todas as formulacbes houve diferenca
entre o tratamento e o controle para a tensdo superficial. Convém ressaltar que
todos os 17 formulados apresentaram menores valores para as tensdes superficiais,
gquando comparado com bioherbicida concentrado (100%v/v - controle) e com a
agua (testemunha), sendo uma caracteristica desejavel sob o ponto de vista da
tecnologia de aplicacdo (ANTUNIASSI & BOLLER, 2011; CAITANO et al., 2016).

A reducao da tensao superficial favorece a molhabilidade, o espalhamento e
absorcdo dos produtos fitossanitarios, além de conferir maior tenacidade as suas
moléculas ativas, reduzindo também sua taxa de biodegradacédo ou fotodegradacao
(MARTINS et. al., 2009; IOST & RAETANO, 2010).
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5.2.4 Aplicagcao em C. sativus

Na Tabela 15 estdo apresentados os resultados das avaliacbes das plantas
de C. sativus ap0s a aplicacdo das formulacdes, bem como os dados referentes as
doses utilizadas de adjuvantes (6leo de palma, Span®80 e Tween®80) e caldo

fermentado, de acordo com o planejamento de experimentos.

Tabela 15 - Fitotoxidade a plantas de C. sativus em funcédo da formulacdo com
adjuvantes.

Fitotoxidade

Formulacbes Tratamento Controle
% %
Agua Destilada 0,00a 0,00a
Bioherbicida concentrado 22,50b 22,50b
01 50,00c 17,50b
02 90,00f 17,50b
03 78,33e 20,00b
04 89,17f 57,50d
05 35,00b 4,16a
06 82,50f 4,16a
07 38,33b 20,00b
08 50,00c 24,17b
09 48,33c 20,00b
10 67,50e 31,66¢C
11 37,50b 20,00b
12 77,50e 20,00b
13 40,83b 36,67c
14 70,83e 20,83b
15 60,00d 21,66b
16 60,83d 20,00b
17 61,67d 20,83b
Ccv 7,66 9,69

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a nivel
de 5% de probabilidade.

Os resultados mostram que houve efeitos significativos em alguns formulados
guanto a fitotoxidade das plantas (Tabela 15). Os tratamentos que apresentaram a
maior porcentagem de fitotoxidade em plantas de C. sativus foram as formulagdes

02, 04, e 06, diferindo estatisticamente dos demais (Figura 10). As formulac¢des que
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apresentaram menor potencial fitotéxico foram os 05, 07, 11 e 13, ndo havendo

diferenca significativa entre 0s mesmos.

Figura 10- Fitotoxidade as plantas de C. Sativus em funcdo da aplicacdo dos
formulados 02, 04, 05, 06, 07, 11 e 13.

Fonte: Autor

Quando se compara as fitotoxidades dos controles com os tratamentos,
observou-se que mesmo a aplicacao isolada de adjuvantes provocou efeito fitotéxico
nas plantas de C. sativus. Os controles com a auséncia da fitotoxina que
apresentaram os melhores resultados, com menor efeito foram as formulacdes 06 e
05. O maior efeito foi encontrado na formulacéo 04, ambos diferindo estatisticamente

dos demais (Tabela 14 e Figura 11).
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Figura 11- Fitotoxidade as plantas de C. Sativus em fungcdo da aplicagdo dos
controles 05, 06, e 04.

Fonte: Autor

A Figura 12 mostra a comparagao entre as lesdes ocorridas nas folhas do
anico formulado que diferiu na escala de fitotoxidade (06). O formulado 06
apresentou severas lesdes ao C. sativus, diferentemente do seu controle
observando-se algumas lesées com baixa severidade, principalmente na borda das
folhas.

Na maioria dos formulados foi observado que o uso dos adjuvantes + caldo
causou injaria na gema apical. Esta injuria 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 alteragdo no

crescimento, caracteristicas essas visualizada nos experimentos.

Figura 12- Fitotoxidade do formulado 06 em folhas de C. sativus: Controle (A) e
Tratamento (B).

Fonte: Autor
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A aplicacédo apenas do caldo produzido a partir do Phoma sp. desenvolveu
sintomas em C. sativus como pontuacfes cloréticas nas folhas, amarelamento e
alteracdo no crescimento (Figura 13). Resultados semelhantes foram encontrados
por Vikrant et al. (2006), que ao aplicar os filtrados de cultura de Phoma herbarum
obtidos por fermentacdo submersa, observaram danos como: amarelecimento,
seguido de murcha acentuada e colapso completo de mudas de Parthenium
hysterophorus (losna branca). Posteriormente Cimmino et al. (2013), ao testarem o
potencial do metabdlito chenopodolin, produzido pelo fungo Phoma chenopodicola,
em folhas de Cirsium arvense (cardo-rasteiro) e Setaria viridis (milha-de-cabecinha),
descreveram sintomas como: lesées por necrose, murchamento e degradacao dos
tecidos foliares de um modo geral.

O uso dos adjuvantes foi fundamental para o aumento da eficiéncia do
bioherbicida obtido da fermentacdo de Phoma sp. sobre as plantas de C. sativus. O
uso apenas do Span®80 e o 6leo de palma (formulado 13) apresentou uma menor
eficiéncia do bioherbicida, quando comparado com a utilizacdo apenas do Tween®80
e do oOleo de palma (formuladol14). Porém a interacdo dos trés componentes causou
efeitos mais acentuados como observado no melhor resultado encontrado no
formulado 06, (Figura 14).

Figura 13- Danos causados em folhas de C. sativus submetidas a aplicacédo de caldo
fermentado de Phoma sp. (A) e caldo fermentado de Phoma sp + adjuvante (B).

k Ny
CALpo

Fonte: Autor
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Figura 14- Eficiéncia do uso dos adjuvantes sobre as plantas de C. sativus.

Fonte: Autor

Os adjuvantes classificados como o6leos (mineral e vegetal), aumentam a
penetracdo dos herbicidas em contato com a superficie foliar e sdo comumente
utilizados quando as condicbes climaticas sdo inapropriadas para aplicacdo como
altas temperaturas, baixa umidade relativa do ar e ventos fortes e/ou quando as
cuticulas foliares sdo espessas (TU; RANDALL, 2003; AZEVEDO et al., 2016). O
efeito positivo do uso do 6leo de palma pode ser observado quando comparados os
formulados 09 e 10, com as mesmas doses de Tween®80 e Span®80 porém
variando a dose de o6leo (Figura 15). Assim como os formulados 02, 04 e 06 com
maior concentracéo de 6leo de palma obteve-se melhores resultados na fitotoxidade.
No entanto, este comportamento nao foi observado entre as formulac¢des 01, 03, 05
e 07 que apresentam doses menores de 6leo de palma e restante da formulacéo

semelhantes (Figura 16).

Figura 15- Demonstracdo das lesdes observadas pelos formulados 09 e 10.

Fonte: Autor
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Figura 16- Demonstracéo das lesdes observadas nos formulados com maior (02, 04,
06) e menor (01, 03, 05 e 07) concentracéo de dleo.

Fonte: Autor

A utilizacdo dos surfactantes proporciona uma melhor distribuicdo do in6culo
nas superficies das plantas e aumentam a infeccdo das plantas por agentes
patogénicos através da penetracdo direta das células microbianas através dos
estbmatos (HOAGLAND et al., 2007; PIYABOON et al., 2016). Dagno et al. (2011)
relataram que C. malorum + 6leo de palma e Alternaria jacinthicola + éleo de palma
produziram maior grau de severidade da doenca do que os fungos sem o surfactante
em Jacinto de agua em estufa e condi¢cbes de campo.

Para melhores resultados na aderéncia na cuticula da folha e para aumentar
as propriedades de dispersao dos ingredientes ativos séo adicionados em produtos
fitossanitarios os surfactantes (HAZEN, 2000; AZEVEDO et al., 2016) por serem
constituidos por uma porcao hidrofébica e uma porcéo hidrofilica que permitem a
formacao de um filme molecular, ordenado nas interfaces, para romper a tenséo
superficial e interfacial da agua (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Os bioherbicidas lipofilicos penetram através da cuticula da planta por difusao
molecular simples, através da camada cerosa. Os herbicidas hidrofilos (alto valor de
EHL) também séo capazes de entrar na planta pela superficie da cuticula por
difusdo simples, porém essa permeabilidade é reduzida devido ao seu baixo
particionamento (HESS; FOY, 2000).
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Weaver et al. (2009) relatam que o valor do EHL de um adjuvante pode
aumentar a bioatividade de um bioherbicida e melhorar as propriedades quimicas de
uma formulacédo. O resultado positivo do formulado 06, com alto valor de EHL, pode
ter ocorrido pela maior concentracdo de 6leo de palma. Os Oleos vegetais agem
dissolvendo as gorduras componentes da cuticula, com a eliminacdo destas
barreiras ha maior penetracdo dos herbicidas hidréfilos pela cuticula (DURIGAN,
1992; VARGAS; ROMAN, 2006).

5.3 APLICACAO EM PLANTAS DANINHAS

Os resultados obtidos nesta secao do trabalho tém o objetivo de mostrar o
potencial de Phoma sp. para ser aplicado como um bioherbicida no controle de
plantas daninhas em pré e pés-emergéncia. Convém ressaltar que para os testes
em pré-emergéncia foi utilizado o bioherbicida concentrado — retido 30% e para 0s
testes de pos-emergéncia foi utilizado a formulacdo 06 com maior eficiéncia, bem
como as condicBes que apresentaram diferentes concentracdes de 6leo em suas

formulacdes (03 e 15).

5.3.1 Pré-emergéncia
5.3.1.1 Céamara de Germinagao (BOD)

A avaliacdo demonstrou que existe um efeito bioherbicida no caldo contendo
metabodlitos de Phoma sp., para as espécies de plantas daninhas em relacdo a
porcentagem de germinacgao (Tabela 16).

Todos os ensaios (10, 20, 40, 60, 80 e 100%) apresentaram efeito inibitorio na
germinacdo de B. pilosa e A. retroflexus na primeira e segunda contagem, sendo
gue na segunda contagem a inibicdo foi de 100% na germinagdo em todos os
ensaios, diferente da testemunha onde houve 30% de inibicdo da germinacao para
A. retroflexus e 20% para B. pilosa (Figuras 17 e 18). Assim os resultados
apresentados na Tabela 15, mostram que os ensaios foram eficientes, pois nao
houve diferenca significativa, exceto para o T 10% para primeira contagem de A.

retroflexus.
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Tabela 16 - Porcentagem de inibicAo da germinacdo na primeira e segunda
contagem de B. pilosa e A. retroflexus para cada ensaio em camara de germinacao.

. B. pilosa A. retroflexus
Ensaios
1°contagem 2°ontagem 1°contagem  2° contagem
Testemunha (Agua 50 b* 20b 60 b 30b
Destilada)
T10% 100 a 100 a 90 b 100 a
T20% 100 a 100 a 100 a 100 a
T40% 100 a 100 a 100 a 100 a
T60% 100 a 100 a 100 a 100 a
T80% 100 a 100 a 100 a 100 a
T100% 100 a 100 a 100 a 100 a
CV % 8 4 10 7

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a nivel
de 5% de probabilidade.

Figura 17- Inibicdo da germinacdo de A. retroflexus 10 dias apos a aplicacdo dos
ensaios.

Testemunha

Fonte: Autor
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Figura 18- Inibicdo da germinagdo de B. pilosa 10 dias apos a aplicacdo dos
ensaios.

Testemunha

7 1%

Fonte: Autor

Resultados semelhantes foram encontrados por Almeida (2014) e Brun et al,.
(2016) que ao utilizarem Phoma sp., observaram inibicdo na germinacdo de C.
sativus e Sorghum bicolor. J& Bailey et al. (2011) realizaram estudos para producao
de um bioherbicida com o fungo Phoma sp., evidenciando um efeito maior deste nas
sementes de dicotiledbneas do que em monocotiledéneas. Estes resultados
demonstram que a utilizacdo de metabdlitos de Phoma sp. apresentam um amplo
espectro de acdo em pré-emergéncia.

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

O controle por meio de um bioherbicida pré-emergente, possibilita reducéo 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
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caracteristica de controle sobre distintas familias de plantas, bem como diferentes
espécies, é considerada benéfica, do ponto de vista agrondmico, pois a campo
aparecem muitos espécies de plantas daninhas e ndo apenas uma espécie isolada
(Pes et al., 2016).

5.3.1.2 Casa de Vegetacao

Na Figura 19 estdo apresentados os resultados da inibicdo de germinacao de
A. retroflexus ap6s 15 dias da aplicacdo nas diferentes concentracfes (100, 50 e 25
%). As figuras apresentadas mostram que todos os ensaios apresentaram efeito
inibitério, porém nédo apresentando inibicdo total. Destaca-se o ensaio 100%, o qual
apresentou a menor taxa de germinacdo quando comparado com a testemunha.
Convém ressaltar que com o0 aumento da concentracdo obteve-se melhores

resultados.

Figura 19- Inibicdo da germinacdo de A. retroflexus aos 15 dias apos a aplicacao
dos ensaios em casa de vegetacao.

Testemunha

Fonte: Autor

Na fase de germinacdo as sementes absorvem maiores quantidades de agua,
por consequéncia seus tecidos ficam mais tenros. Nesta circunstancia ha uma maior
probabilidade de penetracdo da fitotoxina ocasionando a podriddo de pré-
emergéncia, ocasionado a ndo germinacgao das sementes (VALE et al., 2001).

Quando aplica-se um herbicida em pré-emergéncia (ao solo) sua atividade
ocorre por diferentes processos e com velocidades distintas, influenciadas pelas
propriedades fisico-quimicas da molécula, pelos atributos do solo, pelas condicdes
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ambientais ou pela interacdo desses fatores (VIVIAN et al., 2006). Portanto, a
atividade das fitotoxinas destes bioensaios podem ter sofrido a influéncia desses
processos em maior ou menor grau, dependendo da natureza quimica da fitotoxina,

a qual é desconhecida ainda.

5.3.2 Pés-emergéncia

A partir da melhor condicdo encontrada nos resultados anteriores (formulado
06), quanto ao desempenho das diferentes formulagdes utilizando adjuvantes em C.
sativus, foram realizados testes sobre as plantas daninhas (A. retroflexus, B. pilosa e
C. canadensis). Vale ressaltar que também foram testadas as formulacées 03 e 15
por apresentarem diferentes concentracoes de 6leo em suas formulacbes. Para
cada formulado foram testadas diferentes vazées (100, 200 e 300 L ha') e avaliados
apos uma e duas aplicacoes.

A Tabela 17, 18 e 19 apresenta os resultados dos trés formulados (03, 06 e
15) e controles, aplicados em diferentes vazdo em A. retroflexus, B. pilosa e C.
canadensis, mostrando o desenvolvimento das plantas daninhas durante as etapas

de aplicacdo do bioherbicida.

Tabela 17 - Controle de A. retroflexus em funcdo da aplicacdo de diferentes vazdes
e de formulagao do fungo Phoma sp.

Vaz&o de aplicagdo (L ha™

Formulacéo 100 200 300
03 20 — 40% 40 - 60% 40 — 60%
06 20 — 40% 40 - 60% 60 — 80%
15 20 — 40% 20 — 40% 40 — 60%

Tabela 18 - Controle de B. pilosa em funcao da aplicacdo de diferentes vazdes e de
formulacéo do fungo Phoma sp.

Vazdo de aplicagdo (L haV

Formulacéo 100 200 300
03 20 - 40% 20 — 40% 20 — 40%
06 0-20% 20 — 40% 20 — 40%

15 0-20% 20 — 40% 20 — 40%
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Tabela 19 - Controle de C. canadensis em funcao da aplicacao de diferentes vazdes
e de formulacdo do fungo Phoma sp.

Vazéo de aplicacéo (L ha

Formulacéo 100 200 300
03 20 — 40% 40 — 60% 40 — 60%
06 0-20% 40 — 60% 40 — 60%
15 0-20% 40 - 60% 20 — 40%

Dentre os produtos testados, 0 que apresentou maior controle foi o formulado
06 diferindo dos demais, quando comparado com seu controle (Figura 20),

evidenciado que a maior concentracao de 6leo torna a formulagdo mais eficiente.

Figura 20- Efeito do bioherbicida aplicado em diferentes vazdes: 100, 200 e 300 L
hal, sobre as plantas daninhas B. pilosa, A. retroflexus e C. canadensis para
tratamento e controle na formulacéo 06.

Fonte: Autor

Com as vazdes 100, 200 e 300 L ha?, aplicando-se uma Unica vez foram
observadas no 3° dia apenas um pequeno murchamento, destacando-se que para o
A. retroflexus, ndo foram visualizados quaisquer sintomas (Figura 21).

As plantas daninhas também foram avaliados no 7° e 15° dia apos a
aplicacdo dos formulados, porém no 15° dia demonstraram capacidade da
recuperacao da injaria, havendo reducéo de controle (Figura 22).
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Figura 21- Efeito apresentado por A. retroflexus apés o 3° dia da aplicagdo na vazao
de 300 L hat, comparando-se com a testemunha.

Fonte: Autor

Figura 22- Aplicagdo uUnica em A. retroflexus, B. pilosa e C. canadensis em
diferentes vazdes 100 L ha' (A), 200 L hat (B) e 300 L ha' (C), comparando-se
com a testemunha (D). Avaliagédo ao 15° dia.

Fonte: Autor
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Observou-se efeito positivo nas plantas daninhas, nos formulados que foram
realizadas duas aplicagcbes. Os sintomas de controle foram evoluindo
proporcionalmente com as diferentes vazdes aplicadas como pode-se observar na
Figura 23 nas folhas de A. retroflexus. E importante salientar que as plantas
apresentaram efeito fitotoxico significativo ao 7° dia aumentado no 15° dia de

avaliacéo.

Figura 23- Evolucdo do controle nas folhas de A. retroflexus usando-se o formulado
06, em aplicacdo de diferentes vazdes: testemunha (A), 100 L ha (B), 200 L hat
(C) e 300 L hat (D).

Fonte: Autor

Das caracteristicas observadas, tem-se a mudancga na coloracéo das folhas
gque ganham um tom amarelado, o aparecimento de manchas na cor marrom
(correspondentes a éarea atingida pela pulverizacdo) e a apoptose de algumas
folhas.

Com o formulado 06 na vazdo 300 L hal, os sintomas de controle tiveram
inicio 48 h apdés a aplicacao, diferenciando-se de intensidade para cada planta
daninhas testada. Dos efeitos observados em C. canadensis destaca-se a mudanca
na coloragdo das folhas que ganham um tom amarelado iniciando nas extremidades,
bem como inibicdo do crescimento, para B. pilosa os efeitos foram os mesmos
apresentado em C. canadensis, porém menos evidentes. Destaca-se entre as
plantas daninhas A. retroflexus, onde se observou os mesmos sintomas, porém em
intensidade maior, também apresentou manchas na cor marrom bem acentuada,

seguidas de necrose, provocando queda das mesmas (Figura 24).
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Figura 24- Controles observados B. pilosa, C. canadensis, A. retroflexus em
diferentes intensidades.

Fonte: Autor

Sintomas semelhantes também foram observados por Chung et al., (1998) ao
avaliarem o potencial bioherbicida de Plectosporium tabacinum em Sagittaria trifolia.
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.

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 € um

fator importante na definicdo do bioherbicida, sendo que em seus resultados obteve
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reducdo em 31% na altura das plantas e a reducdo dos numeros de plantas vivas ao
final do experimento.

Um bioherbicida em muitos casos ndo ira necessariamente causar 0 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 para fornecer vantagem competitiva para as culturas
(HETHERINGTON et al., 2002).
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo da membrana para concentrar os metabdlitos secundarios de
Phoma sp., mostrou-se eficiente. O melhor resultado foi encontrado na fracao
retido 30%.

O uso de adjuvantes nas formulacbes potencializa o efeito bioherbicida de
Phoma sp. A melhor condicdo na formulacéo foi para 06, com 8,2 % de 6leo
de palma, 2,8 % de adjuvantes e EHL de 12,8.

A utilizacdo do 6leo de palma com o Span®80 apresenta menor eficiéncia,
quando comparado ao 6leo de palma e Tween®80.

Em pré-emergéncia o bioherbicida teve melhor efeito do que em poés-
emergéncia.

O microrganismo Phoma sp. tem potencial de uso como bioherbicida, tanto
para pré-emergéncia como pos-emergéncia, de B. pilosa, C. canadensis,
especialmente para o A. retroflexus;

Em poés-emergéncia os melhores resultados foram obtidos com duas

aplicacdes de 300 L ha™.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Embora o processo desenvolvido neste trabalho tenha apresentado possivel

potencial de aplicacdo, alguns aspectos precisam ser investigados e aprimorados.

Desta forma, algumas sugestfes para trabalhos futuros séo elencadas a seguir:

Utilizacdo de diferentes tipos de membranas, para a purificacdo e
concentracdo dos fermentados produzidos;

Avaliacbes mais precisas na pré-emergéncia em casa de vegetacao,
utilizando outras plantas daninhas;

Realizacdo de bioensaios em condi¢cdes de campo, com aplicacdes em pré e
pés-emergéncia das plantas;

Realizacdo da andlise de clorofila antes e apds a aplicacdo da fitotoxina +
adjuvante.

Realizacdo de analises cromatogréficas para caracterizagdo quimica.
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