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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES PARA POTENCIALIZAR A ACAO DE
METABOLITOS DE Phoma dimorpha NO CONTROLE BIOLOGICO DE PLANTAS
DANINHAS

AUTOR: José Roberto Chaves Neto
ORIENTADOR: Dr. Marcus Vinicius Tres
CO-ORIENTADOR: Dr. Marcio Antonio Mazutti

Nas Ultimas décadas, o setor agricola enfrenta inimeras dificuldades devido aos danos causados
pela presenga de plantas daninhas em diversas culturas, ocasionando perdas expressivas na
producdo de alimentos. Dentre as alternativas para reducdo das perdas, destaca-se o controle
biolégico baseado no uso de metabdlitos secundarios biosintetizados por microrganismos,
sendo o grupo dos fungos endofitos os mais empregados. Além de realizar a concentracao
destes metabdlitos, é necessario determinar os processos de formulacdo que proporcionem ao
produto final, estabilidade, molhabilidade, espalhabilidade e penetracdo nas plantas. Assim, o
objetivo geral deste trabalho foi desenvolver formulacdes para potencializar a acdo do caldo
fermentado proveniente do fungo Phoma dimorpha concentrado por processos de separacao
por membranas, no controle bioldgico de plantas daninhas. Foram avaliadas também a eficacia
e viabilidade de trés métodos de preservacao de isolados deste fungo (repicagens periddicas,
Castellani e fragmentos de papel-filtro), em dois periodos de avaliacdo; eficiéncia da utilizacédo
de diferentes métodos para superacdo de dorméncia de sementes das plantas daninhas capim-
arroz (Echinochloa spp.), caruru-roxo (Amaranthus cruentus), picdo-preto (Bidens pilosa) e
mata-pasto (Senna obtusifolia). Os compostos bioativos produzidos a partir da fermentacao
submersa do fungo P. dimorpha foram concentrados por ultrafiltragdo (UP010), microfiltragéo
(MP0O05) e nanofltracdo (NP010) e foi investigado a eficacia do caldo fermentado bruto do
fungo P. dimorpha, da fracdo permeada e retida e das formulagdes no controle biologico de
diferentes espécies de plantas: Pepino (Cucumis sativus) capim-arroz (Echinochloa spp.),
caruru-roxo (Amaranthus cruentus), picdo-preto (Bidens pilosa) e mata-pasto (Senna

obtusifolia). Com base nos resultados observou-se que o fragmento de papel filtro foi o método



mais eficaz na preservacdo de isolados de P. dimorpha. Para a superacdo de dorméncia das
sementes das plantas daninhas, constatou-se que o método de escarificacdo mecénica com lixa
foi o mais eficiente para a espécie Senna obtusifolia; ja para as espécies Bidens pilosa,
Echinochloa sp. e Amaranthus cruentus o método mais eficiente foi a embebicdo em agua por
48 horas. Independente da membrana utilizada no processo de concentracdo do caldo
fermentado, ocorreu a reducdo da tenséo superficial da fracdo retida, ficando abaixo dos valores
do caldo bruto. Constatou-se também que a concentracdo intensificou o efeito fitotoxico do
caldo sobre folhas destacadas de C. sativus independente da membrana utilizada. As
formulacBes do caldo concentrado provenientes de cada membrana, independente do 6leo
vegetal e da espécie de planta daninha alvo, ocasionaram injurias, desde pequenas manchas,
amarelecimentos e necrose nas folhas, até danos a gema apical, paralisacdo do crescimento e
por fim morte de plantas. As formulacbes com a fracdo retida do caldo proveniente da
membrana de nanofiltracdo (NP010) ocasionaram maior controle das plantas daninhas com
porcentagens de acdo herbicida superiores a 73%.

Palavras chave: Controle Biologico, Phoma dimorpha, Preservagdo de fungo, Superacdo de
dorméncia, Concentragcdo por membrana, Formulacéo.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF FORMULATIONS TO POTENTIALIZE THE METABOLITES
ACTION OF Phoma dimorpha IN BIOLOGICAL CONTROL OF WEED

AUTHOR: José Roberto Chaves Neto
ADVISOR: Dr. Marcus Vinicius Tres
COADVIOSOR: Dr. Marcio Antonio Mazutti

In the last decades, the agricultural sector has faced many difficulties due to damage caused by
the presence of weeds in several crops, causing significant losses in food production. Among
the alternatives for reducing losses, stands out the biological control based on the use of
biosynthesized secondary metabolites by microorganisms, being the group of endophyte fungi
the most used. In addition to concentration of these metabolites, it is necessary to determine the
formulation processes that provide the final product with stability, wettability, spreadability and
plant penetration. Thus, the general objective of this work was to develop formulations to
enhance the action of fermented broth from Phoma dimorpha concentrate concentrated by
membrane separation processes in biological weed control. Evaluating the efficacy and viability
of three methods of preserving isolates of this fungus (periodic subcultures, Castellani and filter
paper fragments), in two evaluation periods; to evaluate the efficiency of the use of different
methods for overcoming seed dormancy of rice grass (Echinochloa spp.), purple amaranth
(Amaranthus cruentus), black-jack (Bidens pilosa) and sicklepod (Senna obtusifolia) weeds,
produce bioactive compounds from submerged fermentation of P. dimorpha; concentrate the
bioactive compounds present in the crude fermentation broth of P. dimopha by ultrafiltration
(UP010), microfiltration (MP005) and nanofiltration (NP010) membranes and investigate the
effectiveness of the crude fermentation broth of P. dimorpha fungus from permeate and
retentate fraction and formulations in the biological control of different plant species: cucumber
(Cucumis sativus), rice grass (Echinochloa spp.), purple amaranth (Amaranthus cruentus),
black-jack (Bidens pilosa) and sicklepod (Senna obtusifolia). Based on the results it was
observed that the filter paper fragment was the most effective method for preserving P.

dimorpha isolates. To overcome weed seed dormancy, it was found that the mechanical



scarification method with sandpaper was the most efficient for Senna obtusifolia; for Bidens
pilosa, Echinochloa sp. and Amaranthus cruentus the most efficient method was soaking in
water for 48 hours. Regardless of membrane used in fermentation broth concentration process,
the surface tension of retentate fraction was reduced to below the broth values. It was also found
that the concentration intensified the phytotoxic effect of concentrated broth (retentate fraction)
on detached leaves of C. sativus independent of membrane used. The concentrated broth
(retentate fraction) formulations from each membrane, regardless of vegetable oil and target
weed species, caused injuries, from small spots, yellowing and leaf necrosis, to damage to apical

bud, growth paralysis and by end plant death.

Key words: Biological Control, Phoma dimorpha, Preservation of fungus, Overcoming

dormancy, Membrane concentration, Formulation.
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CAPITULO 1- APRESENTACAO

1.1. INTRODUCAO

O modelo atual de producdo agricola busca cada vez mais a obtengdo de produtos, e
simultaneamente, o desenvolvimento sustentavel, que caracteriza a “agricultura alternativa” ou
“agricultura sustentavel”. Para isso, ¢ fundamental que se adote uma série de precaucdes e
medidas, que visem a reducdo dos impactos da agricultura convencional sobre 0 meio ambiente
(SCHWAN-ESTRADA et al., 2000).

Nos ultimos anos é notdrio um aumento no surgimento de doencas, pragas e plantas
daninhas nos campos de producdo agricola. Em paralelo, nota-se também uma utilizagéo
excessiva de agroguimicos, que associados a falta de assisténcia técnica, ndo resolvem o
problema e podem acarretar danos a produtividade, como também a contaminagdo dos
alimentos, do solo, da 4gua, dos animais e dos seres humanos. Além de gerar outros problemas
como a ocorréncia de resisténcia de patdgenos, de pragas e de plantas invasoras a determinadas
moléculas quimicas, podendo provocar também um desequilibrio biologico, como a eliminacédo
de organismos benéficos (BRECHELT, 2004; WIT et al., 2009; KORBES et al., 2010).

Dentre as alternativas para reducdo do uso dos agroquimicos, o controle bioldgico
mostra-se como uma alternativa que permite a substituicdo, mesmo que gradativa do uso de
agroguimicos (CHAGAS et al., 2014). Segundo Venzon et al. (2006), este controle consiste na
manipulacdo do ambiente produtivo para aumentar a sobrevivéncia e o desempenho dos
inimigos naturais, como também com a utilizacdo de compostos presentes em extratos de
plantas e em caldos fermentados de microrganismos, que apresentem atividade bioldgica, que
venham a reduzir populagdes de insetos, patdgenos e plantas daninhas.

O uso de compostos secundarios é tido como mais uma forma potencial de controle
bioldgico. Atualmente, pouco se conhece sobre a composic¢ao quimica dos caldos fermentados
de microrganismos, para que estes venham a ser utilizados no controle bioldgico. Os
metabolitos secundarios produzidos pelos fungos e bactérias sdo as fitotoxinas. Dentre estes
microrganismos, os fungos sdo os mais estudados, pois diversos fungos endofiticos possuem a
capacidade de produzirem substancias toxicas (BAQUE et al., 2012; GHOSHEH, 2005).

Para a obtencdo de metabdlitos secundéarios provenientes de fungos endofiticos vém
sendo utilizados processos fermentativos, agregando ao processo 0s biorreatores para aumentar
a escala de producédo, porém, estes processos ainda se encontram em sua maioria em escala

laboratorial. Em alguns casos, 0s metabdlitos secundarios presentes no caldo fermentado,
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possuem moléculas hidrofdbicas, com baixa solubilidade em agua e sdo muito sensiveis a luz,
0 que inviabiliza sua utilizacdo (ALMEIDA, 2014).

Neste ambito, para permitir o uso adequado destes metabdlitos secundarios, aléem de sua
producdo, caracterizacdo e concentracdo, € necessario a utilizacdo de adjuvantes apropriados
nas formulagdes, com o propdsito de atenuar os efeitos adversos do ambiente sobre o caldo
fermentado. Dentre os adjuvantes que vém sendo utilizados para formulag¢des de bioprodutos
destacam-se os surfactantes, 6leos vegetais e sais nitrogenados (ARAUJO, RAETANO, 2011;
BORGES NETO et al., 1998).

Neste contexto sdo necessarios estudos que visem a associagcdo de tecnologias para
proporcionar uma formulagéo adequada de bioprodutos, de modo a permitir a expresséo do seu

potencial para o controle biolégico.
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1.2. OBJETIVO

1.2.1. Objetivo Geral
Desenvolver formulaces para potencializar a acdo do caldo fermentado proveniente do
fungo Phoma dimorpha concentrado por processos de separagdo por membranas no controle

bioldgico de plantas daninhas.

1.2.3. Objetivos Especificos

- Avaliar a eficécia e viabilidade de trés métodos de preservacao de isolados do fungo
Phoma dimorpha (repicagens periddicas, Castellani e fragmentos de papel-filtro), em dois
periodos de avaliacao, seis e doze meses ap0s 0 armazenamento;

- Avaliar a eficiéncia da utilizacéo de diferentes métodos para superacdo de dorméncia
de sementes das plantas daninhas capim-arroz (Echinochloa spp.), caruru-roxo (Amaranthus
cruentus), picdo-preto (Bidens pilosa) e mata-pasto Senna obtusifolia;

- Produzir compostos bioativos a partir da fermentacdo submersa do fungo P. dimorpha;

- Concentrar os compostos bioativos presentes no caldo fermentado bruto do fungo P.
dimopha por processo de separagdo por membranas de ultrafiltragdo (UP010), microfiltracdo
(MPQO05) e nanofltracdo (NP010);

- Investigar a eficicia do caldo fermentado bruto do fungo P. dimorpha, da fracdo
permeada e retida sobre folhas destacadas de pepino (Cucumis sativus);

- Desenvolver formulac6es para o controle bioldgico de diferentes espécies de plantas
daninhas: capim-arroz (Echinochloa spp.), caruru-roxo (Amaranthus cruentus), picdo-preto

(Bidens pilosa) e mata-pasto (Senna obtusifolia).
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1.3 ESTRUTURA DA TESE DE DOUTORADO

Este trabalho de Tese Doutorado esta estruturado em Capitulos da seguinte forma:

Capitulo 1: é apresentada a introducéo geral, 0s objetivos da presente tese de doutorado
e a sua estrutura.

Capitulo 2: apresenta-se os artigos | e 11 duas revisdes sobre artigos cientificos presentes
na literatura, que descrevem a ocorréncia de resisténcia por parte de algumas espécies de plantas
daninhas aos herbicidas, novas alternativas para o controle de plantas daninhas, e também
achados sobre novas tecnologias para a formulacdo de bioprodutos que justifiguem o uso de
metabolitos produzidos por fungos para diferentes propositos.

Capitulo 3: é apresentado o artigo 111, no qual foi avaliado a eficacia e viabilidade de
trés métodos de preservacao de isolados do fungo Phoma dimorpha (repicagens periddicas,
Castellani e fragmentos de papel-filtro), em dois periodos de avaliacéo, seis e doze meses apds
0 armazenamento.

Capitulo 4: sdo apresentos os artigos IV e V, que tiveram como objetivos avaliar
diferentes métodos de superacdo da dorméncia de sementes de Senna obtusifolia (L.) H. S.
Irwin & Barneby, e avaliar a correlacdo entre diferentes periodos de embebicdo em agua a
temperatura ambiente, com niveis de absorcdo de dgua e germinacdo de sementes das plantas
daninhas capim-arroz (Echinochloa spp.), caruru roxo (Amaranthus cruentus) e picdo-preto
(Bidens pilosa), respectivamente.

Capitulo 5: sdo apresentados os artigos VI e VI, que tiveram como objetivos verificar
a acao bioherbicida de metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo Phoma dimorpha na pré-
emergéncia e pos-emergéncia da planta daninha de pastagens Senna obtusifolia (L.) H. S. Irwin
& Barneby, e avaliar o efeito do caldo fermentado sem células do fungo Phoma dimorpha sobre
a germinacao, crescimento, massa fresca e seca de plantulas e em folhas destacadas de espécies
de plantas bioindicadoras (Cucumis sativus, Triticum aestivum) e daninhas (Amaranthus
cruentus, Bidens pilosa e Echinochloa spp.), respectivamente.

Capitulo 6: € apresentado o artigo VIII, no qual teve como objetivo concentrar por
membranas poliméricas e formular metabdlitos secundarios provenientes do caldo fermentado
do fungo Phoma dimorpha para potencializar a acdo bioherbicida no controle de plantas
daninhas.

Capitulo 7: sdo apresentadas as discussdes e conclusdes gerais deste trabalho de Tese
Doutorado.
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Na Figura 1 estd apresentado o fluxograma do presente trabalho, com o objetivo de
melhorar o entendimento das etapas.

Figura 1- Fluxograma das atividades realizadas na Tese de Doutorado.

PLANTAS DANINHAS
PICAO-PRETO CARURU-ROXO
(Bidens pilosa) (Amaranthus cruentus) ) X
SUPERACAO DE DORMENCIA

MATA-PASTO CAPIM-ARROZ

(Senna obtusifolia) (Echinochloa spp.)
! _ APLICACAO
CONTROLE BIOLOGICO (TESTE DE FITOTOXIDADE)
A/ PRODUCAO
Phoma dimorpha ‘ FORMULACAO
CONCENTRACAO
l’ : + ULTRAUFILTRACAO (NP010)
PROCESSO DE SEPARACAO POR ] N
MEMBRANAS + MICROFILTRACAO (MF005)
+ NANOFILTRACAO (UP010)
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CAPITULO 2 - REVISAO DE LITERATURA

Neste Capitulo estdo apresentados dois artigos que trazem uma discussdo critica e

construtiva sobre os achados na literatura que norteiam este trabalho.

2.1. ARTIGO I: RESISTENCIA DE PLANTAS DANINHAS A HERBICIDAS E
ALTERNATIVAS DE CONTROLE: UMA REVISAO

O presente artigo foi publicado na revista Cientifica Rural. (v. 21, p. 194-212, 2019).
http://dx.doi.org/10.30945/rcr-v21i3.3126

Resumo: O manejo de plantas daninhas é um dos grandes desafios da maioria dos campos
cultivados, visto que quando presentes em agroecossistemas competem com as culturas
agricolas, reduzindo a produtividade e a qualidade dos produtos colhidos. A presente revisao
teve como objetivo apresentar uma discussao critica e construtiva sobre os achados na literatura
que descrevem a ocorréncia de resisténcia por parte de algumas espécies de plantas daninhas
aos herbicidas, além de apresentar novas alternativas para o controle de plantas daninhas.
Também foram abordadas as principais caracteristicas do controle bioldgico com base na
utilizacdo de metabdlitos secundarios provenientes de fungos e a eficacia deste controle
alternativo na agricultura. Diversas pesquisas demonstraram a eficacia dos metabdlitos
secundarios provenientes de extratos de plantas e de fungos endofiticos no controle biol6gico
de plantas daninhas. Outros estudos tém avaliado o aumento de escala por fermentacdo
submersa em biorreator para producdo de metabdlitos secundarios por fungos e também a
concentracdo destes por membranas para 0 aumento da atividade bioherbicida destes
metabdlitos. Dessa forma, a utilizacdo dos metabélitos secundarios presentes em extratos de
plantas e em caldo fermentado de fungos é uma alternativa eficaz para o controle de plantas
daninhas. No entanto, percebe-se a necessidade de mais estudos relacionados ao
desenvolvimento, aplicagéo e viabilidade dos herbicidas biologicos para o controle de plantas

daninhas, visto que a eficacia € o principal fator que limita a aplica¢do dos bioherbicidas.

Palavras-chave: Plantas daninhas, Controle quimico, Resisténcia, Controle alternativo,

Metabdlitos secundarios.
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Abstract: Weed management is one of the challenges for most of cultivated fields, whereas
when present in agroecosystems they compete with agricultural crops, reducing the productivity
and quality of harvested products. The present review aimed to present information on the main
weed species and their interference with agricultural crops, emphasizing the main control
measures, resistance to synthetic herbicides and new alternatives for weed control. The main
characteristics of biological control based on the use of fungal secondary metabolites and the
effectiveness of this alternative control in agriculture were also approached. Several studies
have shown the efficacy of secondary metabolites from plant extracts and endophytic fungi in
biological weed control. Other studies have evaluated the scaling up by submerged fermentation
in bioreactor to produce secondary fungal metabolites and also their membrane concentration
to increase the bioherbicidal activity of these metabolites. Thus, the use of secondary
metabolites present in plant extracts and fermented broth is an effective alternative for weed
control. However, from the literature review, it is possible to observe the need for further studies
related to the development, application and viability of biological herbicides for weed control,

since efficacy is the main factor limiting the application of bioherbicides.

Key words: Weeds, Chemical control, Resistance, Alternative control, Secondary metabolites.

2.1.1. Introducao

A infestacdo por plantas daninhas sdo indiscutivelmente um dos principais e mais
dificeis problemas fitossanitarios de serem controladas nas areas agricolas. Se ndo controladas,
podem gerar diversos impactos negativos sobre as culturas, como redugédo no rendimento e na
qualidade dos produtos colhidos, resultando em prejuizos que podem chegar a altos niveis de
perdas da lavoura (PENARIOL et al., 2008).

Dentre as medidas de controle, o quimico é amplamente utilizado na agricultura. Um
ponto crucial nesta medida de controle é que seu uso indiscriminado e excessivo vem gerando
crescente resisténcia de pragas, microrganismos fitopatogénicos e plantas daninhas aos
produtos sintéticos, o que ocasiona maior dependéncia de insumos quimicos por parte de
produtores, resultado de uma visdo equivocada do processo agricola (KIM et al., 2003).

Diversas espécies de plantas daninhas apresentam variagbes de sensibilidade aos
herbicidas, fato que independe do historico de aplicagdes. Tendo em vista que o limitado
namero de herbicidas alternativos disponiveis para controle de bibtipos resistentes é restrito e

o desenvolvimento de novas moléculas esta cada vez mais dificil e oneroso, a resisténcia das
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plantas daninhas a herbicidas torna-se um dos grandes desafios para a agricultura mundial
(RIAR et al., 2013; MATZRAFI et al., 2015).

A dificuldade de controlar as plantas daninhas pelo método quimico e devido ao
aparecimento de populacdes de biodtipos resistentes aos herbicidas, assim havendo a
necessidade da utilizagcdo de um manejo integrado. Este tipo de manejo consiste na combinacao
de multiplas préticas de controle associadas, como aumento da intensidade de manejo do solo,
uso rotineiro da rotacdo de culturas, adocdo de técnicas culturais apropriadas e também a
selecdo de novos tipos de agentes de controle mais seletivos e menos agressivos ao homem e
ao ambiente (RASSAEIFAR et al., 2013).

A exploracdo da atividade biolégica de compostos presentes em extratos de plantas ou
em caldos fermentados de microrganismos vem se tornando uma medida alternativa para o
controle de plantas daninhas, caracterizando o chamado controle bioldgico (HINZ et al., 2014).
Esta medida de controle apresenta elevado potencial ecoldgico para substituir o emprego dos
herbicidas sintéticos por meio da utilizacdo de metabdlitos secundarios de extratos de plantas e
de microrganismos (RASSAEIFAR et al., 2013, BRUN et al., 2016; BUNKOED et al., 2017).

Diante disso, esta revisdo teve como objetivo apresentar uma discusséo critica sobre 0s
achados na literatura que descrevem a ocorréncia de resisténcia por parte de algumas espécies
de plantas daninhas aos herbicidas, além de apresentar novas alternativas para o controle de
plantas daninhas.

2.1.2. Plantas daninhas na agricultura

A infestacdo de plantas daninhas € um dos mais importantes fatores que trazem prejuizo
aos campos de cultivo, interferindo na qualidade dos produtos agricolas e principalmente na
produtividade, podendo reduzir a producdo por area drasticamente, resultando em danos que
podem ocasionar a perda total da lavoura, ocasionando elevados prejuizos econémicos
(FONTES et al., 2003).

As plantas daninhas apresentam capacidade de germinar, desenvolver-se e reproduzir-
se em condi¢Oes adversas (déficit hidrico, salinidade, solos &cidos ou alcalinos e temperaturas
pouco propicias) (Figura 1), apresentando maior capacidade de competicdo com as culturas
agricolas (SURIYAGODA et al., 2014). Assim, o uso de herbicidas sintéticos tornou-se uma

pratica muito comum para o controle de plantas daninhas.
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Figura 1 - Fatores componentes da dindmica de plantas daninhas. Fonte: Gomes e Christoffoleti
(2008).

Dentre as plantas daninhas de maior importancia agricola podemos citar: tiririca
(Cyperus rotundus), buva (Conyza bonariensis e Conyza canadensis), capim-arroz
(Echinochloa crus-galli), caruru-rasteiro (Amaranthus deflexus), caruru-roxo (Amaranthus
hybridus), caruru-gigante (Amaranthus retroflexus), caruru-de-espinho (Amaranthus spinosus)
e caruru-demancha (Amaranthus viridis) (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais plantas daninhas de importancia global.

Nome cientifico Nome comum Cultura afetada
Conyza bonariensis
Buva ou voadeira Soja, Algodao e Milho
Conyza canadensis
Amaranthus retroflexus Caruru Arroz, Milho e Soja
Echinochloa sp. Capim-arroz Arroz
Cyperus rotundus Tiririca Arroz e Milho
Ipomoea sp Corda-de-viola Arroz
Brachiaria plantaginea Papua Arroz
Euphorbia heterophylla Leiteira Arroz
Bidens pilosa Picdo-preto Arroz, Milho e Soja

Fontes: Sousa et al. (2011), Pannacci et al. (2015) e Giraldeli et al. (2018).
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A tiririca (Cyperus rotundus) é uma planta originaria da India, encontrada nos solos
cultivados da regido tropical, infesta cerca de 52 importantes culturas em 92 paises (HOLM et
al., 1977). A tiririca é considerada uma das mais importantes plantas daninhas no mundo,
devido a sua ampla distribuicdo, capacidade de competicdo e agressividade, bem como a
dificuldade de controle e erradicacdo (KISSMANN, 1997).

A buva (Conyza bonariensis e Conyza canadensis) € uma espécie nativa das Americas
e ja é encontrada em varios paises da Africa, Asia-Pacifico e Europa. Esta espécie é considerada
na agricultura moderna como uma das mais problematicas, nocivas e invasivas plantas daninhas
dos sistemas de cultivo. Apresenta caracteristicas bioldgicas que Ihe permite invadir e se adaptar
nas mais variadas condi¢fes ambientais, em funcéo de seu eficiente mecanismo de disperséo
de sementes, espalhando-se rapidamente nos campos de producdo (BAJWA et al., 2016;
SANSOM et al., 2013).

Dentre as espécies do género Amaranthus encontradas com maior frequéncia infestando
as areas agricolas, as mais comuns sdo caruru-rasteiro (Amaranthus deflexus), caruru-roxo
(Amaranthus hybridus), caruru-gigante (Amaranthus retroflexus), caruru-de-espinho
(Amaranthus spinosus) e caruru-demancha (Amaranthus viridis). A alta producéo e viabilidade
de sementes (até 500.000 em plantas de grande porte) destas espécies e a germinacao
relativamente rapida agrava os danos causados pela competicao destas espécies com as culturas
agricolas (RASSAEIFAR et al., 2013).

O capim-arroz (Echinochloa crus-galli) é uma planta daninha originaria da Europa e da
India. Esta espécie é amplamente distribuida em todo o mundo e considerada um grave
problema em 42 paises, sendo que ja foi encontrada em pelo menos 27 paises (BUNKOED et
al., 2017). Esta espécie afeta cerca de 36 culturas agricolas em todo o mundo. Na regido Sul do

Brasil é a principal planta daninha da cultura de arroz.

2.1.3. Principais métodos de controle de plantas daninhas

A partir da década de quarenta com a descoberta dos herbicidas sintéticos, 0 manejo de
plantas daninhas teve significativa mudanca. No entanto, apesar do amplo uso e eficicia
constatada, vem sendo observado nos Ultimos anos o surgimento de bi6tipos resistentes ao
modo de acdo de determinadas moléculas quimicas, tornando o controle de plantas daninhas
mais complexo (JABRAN et al., 2015; MEULLER-STEOVER et al., 2016).

Em diversos cultivos, a planta daninha corda-de-viola (Ipomoea spp.) destaca-se por
gerar perdas significativas de produtividade nas culturas agricolas. Agostineto et al. (2016)

avaliaram a eficécia de aplicagOes isoladas e em mistura de glifosato (Roundup Original®) com
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carfentrazone-ethyl (Aurora®) e saflufenacil (Heat®) no controle de Ipomoea hederifolia. Estes
autores constataram que a mistura dos herbicidas carfentrazone-ethyl e saflufenacil com
glifosato proporciona aumento na eficacia de controle em relacdo a aplicacdo dos herbicidas
isolados. Ja a mistura de glifosato+carfentrazoneethyl quando aplicado em plantas no estadio
de 6-8 folhas proporcionou controle mais eficaz e mais rapido da planta daninhas I. hederifolia.

De acordo com Lazaroto et al. (2008), existe grande dificuldade em controlar
qguimicamente a planta daninha buva (C. canadenses e C. bonariensis) devido ao aparecimento
de populagdes de biotipos resistentes a diferentes moléculas quimicas. Desse modo, faz-se
necessario a combinacdo de diferentes praticas de manejo, como aumento da intensidade de
manejo do solo, uso rotineiro da rotacao de culturas e adogdo de técnicas culturais apropriadas.

2.1.4. Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é definida como a capacidade adquirida
que alguns bidtipos de uma determinada populacdo de plantas em sobreviver a aplicagdo de
uma determinada dose de um herbicida, em condi¢cdes normais, mesmo sendo letal para os
demais bi6tipos desta mesma populacdo. O fendmeno de resisténcia pode ocorrer naturalmente
(selecé@o) ou pode ser induzida com o0 uso repetido de um mesmo principio ativo presente nos
herbicidas mas tendo 0 mesmo mecanismo de acdo. Isto pode ocasionar a sele¢do de biotipos
resistentes de plantas daninhas preexistentes na populacao, elevando o seu nimero (OLIVEIRA
etal., 2011).

De acordo com Lazaroto et al. (2008), existe grande dificuldade em controlar
guimicamente a planta daninha buva (C. canadenses e C. bonariensis) devido ao aparecimento
de populacdes de bidtipos resistentes a diferentes moléculas quimicas. Desse modo, faz-se
necessario a combinacao de diferentes praticas de manejo, como aumento da intensidade de
manejo do solo, uso rotineiro da rotacdo de culturas e adocdo de técnicas culturais apropriadas.

A resisténcia de plantas daninhas a herbicidas é definida como a capacidade adquirida
que alguns bi6tipos de uma determinada populagdo de plantas em sobreviver a aplicacdo de
uma determinada dose de um herbicida, em condi¢des normais, mesmo sendo letal para os
demais biotipos desta mesma populagdo. O fendémeno de resisténcia pode ocorrer naturalmente
(selecdo) ou pode ser induzida com o uso repetido de uma molécula herbicida. Isto pode
ocasionar a selecdo de biotipos resistentes de plantas daninhas preexistentes na populagéo,
elevando o seu numero (OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo Giraldeli et al. (2018), até 2018 existiam 48 casos de resisténcia de plantas

daninhas a herbicidas registrados no Brasil. Na grande maioria destes casos de resisténcia
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estavam relacionados a espécies eudicotiledéneas como a buva (Conyza sumatrensis, C.
bonarienesis), o picdo-preto (Bidens pilosa, B. subalternans), o caruru-roxo (Amaranthus
palmeri, A. retroflexus) e a leiteira (Euphorbia heterophylla) (HEAP, 2018).

Vaérias especies de Echinochloa tém apresentado resisténcia a herbicidas quimicos de
acdo local (RIAR et al., 2013), o que tem aumentando ainda mais os danos sobre a cultura do
arroz. Para as duas espécies de buva (Conyza bonariensis e Conyza canadenses) também vém
sendo observado resisténcia maltipla a alguns herbicidas quimicos, dentre eles glifosato e
paraquat, nos sistemas de cultivo nos EUA, na Europa e em alguns paises asiaticos
(MATZRAFI et al., 2015).

Além da resisténcia por parte de algumas espécies de plantas daninhas, os efeitos
danosos causados pelo uso indiscriminado dos herbicidas quimicos que resulta em multiplos
efeitos tdxicos ao homem, a ecologia e 0 meio ambiente, vém gerando extensa discussao
(CHOU et al., 2010). Uma alternativa é o desenvolvimento de herbicidas naturais para substituir
os herbicidas sintéticos, tornando-se um assunto relevante e de interesse para a agricultura
sustentavel (RASSAEIFAR et al., 2013, BUNKOED et al., 2017).

2.1.5. Medidas alternativas de controle de plantas daninhas

H& uma necessidade urgente de encontrar métodos alternativos, que sejam
ambientalmente seguros e biodegradaveis na natureza. Também, a selecdo de agentes de
controle especificos quanto ao organismo alvo, com varios sitios de acdo de modo a evitar a
resisténcia por parte das plantas daninhas (BAJWA et al., 2016). A utilizacdo de metabdlitos
secundarios provenientes de extratos de plantas ou de caldo fermentado de microrganismos sao
amplamente utilizados nas indUstrias farmacéutica, sanitaria, cosmética, agricola e alimenticia
(BAQUE et al., 2012).

De acordo com Singh et al. (2019), muitos grupos de pesquisas tém desenvolvido
estudos com o objetivo de estabelecer estratégias alternativas baseadas no uso de metabdlitos
secundarios. Os extratos de plantas, mais especificamente os 6leos essenciais, sdo amplamente
utilizados em diversas areas da industria. No meio agricola estes compostos sdo empregados no
controle bioldgico, por apresentarem elevado potencial para o controle de insetos pragas,
plantas daninhas e fungos fitopatogénicos como bactericidas, viricidas, fungicidas e inseticidas
(XIAO et al., 2014). Em plantas daninhas estes compostos chegam a inibir até 100% da
germinacao ou até mesmo ocasionar a necrose e morte de plantas jovens. Estes efeitos variam

de acordo com o organismo vivo biosintetizador dos metabdlitos secundarios e também de
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acordo com a espécies da planta daninha (BAILEY etal., 2011a; BAILEY etal., 2011b; BRUN
etal., 2016; HUBBARD et al., 2014; PES et al., 2016; TODERO et al., 2018).

Mesmo com os resultados promissores no controle biologico de plantas daninhas com a
utilizacdo dos metabdlitos secundarios produzidos por plantas medicinais e microrganismos,
até o ano de 2016, de acordo com Cordeau et al. (2016), existiam disponiveis no mercado apenas
treze bioherbicidas (Tabela 2). Destes treze, nove foram desenvolvidos a partir metabolitos

produzidos por fungos, trés por bactérias e um por extrato de planta.

Tabela 2 - Bioherbicidas produzidos a partir de metabdlitos secundérios produzidos por
microrganismos e plantas medicinais para o controle de plantas daninhas.

Bioherbicida Ingrediente Ativo Planta daninha alvo
Devine Phytophthora palmivora Morrenia odorata
Colletotrichum gloeosporioides o
Collego Aeschynomene virginica
sp.
) Colletotrichum gloeosporioides )
BioMal Malva pusilla
f. sp.
Woad Warrior Puccinia thlaspeos C. Shub Isatis tinctoria
Myco-tech Chondrostereum pur pureum Prunus Serotine Populus
Chontrol Chondrostereum pur pureum Prunus Serotine Populus
Smolder Alternaria destruens Espécies de Cuscuta spp
Sarritor Sclerotinia minor Dandelion (Taraxacum spp.)
Espécies de ervas daninhas de folhas
Phoma Phoma macrostoma
largas
Camperico Xanthomonas campestris Poa annua
Lactobacillus casei; Trifolium repens; Lotus corniculatus;
Organo-Sol ) ) ) )
K Lactobacillus rhamnosus e Medicago lupulina e Oxalis
ona
Lactobacillus lactis ssp. acetosella.
Beloukha Derivado do 6leo de canola Né&o encontrado
Katoun Derivado do 0leo de canola Dessecante de plantas daninhas

Fonte: Adaptado de Todero (2017).
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2.1.6. Metabolitos secundarios provenientes de extratos de plantas no controle de plantas
daninhas

A alelopatia € um método alternativo para o controle de plantas daninhas, sendo
considerada um processo natural que pode causar efeitos prejudiciais ou benéficos diretos ou
indiretos. Diversas substancias fitotoxicas foram isoladas em todos os tecidos vegetais,
incluindo folhas, caules, flores, raizes e sementes. Estas substancias sdo conhecidas como
aleloquimicos, que sdo geralmente metabolitos vegetais secundarios ou residuos de compostos
das principais vias metabolicas das plantas (MUHAMMAD; MOHSIN et al., 2016).

Diversos estudos demonstraram o efeito fitotdxico de compostos secundarios presentes
em Oleos essenciais extraidos de diferentes espécies de plantas aromaticas e medicinais (T.
articulata, S. aromaticum, C. plicata ecotipo, C. citratus, Rosmarinus officinalis L.) sobre a
germinacdo e crescimento de diferentes plantas daninhas (Sinapis arvensis L. e Phalaris
canariensis L., E. crusgalli, Amaranthus retroflexus, Avena fatua, Bromus secalinus e
Centaurea cyanus, Lactuca serriola L. e Rhaphanus sativus L.) (OLIVEIRA et al., 2016;
MARCZEWSKA-KOLASA et al., 2017; SYNOWIEC et al., 2017).

A planta Helianthus annuus L. (girassol) é considerada uma espécie potencialmente
alelopatica, que possui varios compostos bioativos. Em sua maioria, Sd0 0S compostos
fendlicos, flavonodides e terpendides, os quais apresentam atividade alelopética contra outras
plantas. (MUHAMMAD; MAJEED, 2014). Com o objetivo de avaliar os efeitos dos extratos
daraiz e folhas de girassol, foram investigadas a germinacéo e crescimento de plantulas de trigo
(Triticum aestivum L.) e milho (Zea mays L.) em experimentos de bioensaio de sementes
realizados no Departamento de Boténica da Universidade de Peshawar. Os resultados
mostraram efeitos inibitdrios significativos na germinacao de sementes, crescimento e biomassa
seca de mudas de trigo e milho (MUHAMMAD; MAJEED, 2014).

Avaliando os efeitos alelopaticos da aplicacdo de extratos das folhas das espécies
vegetais crotalaria (Crotalaria juncea), eucalipto (Eucaliptus camaldulensis), nim (Azadirachta
indica), guaco (Mikania laevigata) e mamona (Ricinus communis), sobre a germinacdo das
plantas daninhas, capim amargoso (Digitaria insularis), capim braquiaria (Brachiaria
decumbens) e tubérculos de tiririca (Cyperus rotundus), Sousa et al. (2011), constataram no
teste de germinacdo, que nenhum dos extratos testados mostrou-se eficaz no controle da tiririca.

A aveia (Avena sativa) sintetiza diversos compostos secundarios, dentre eles os &cidos
fendlicos feralico. Com base nisso, Hagemann et al. (2010) avaliaram o efeito bioherbicida de
extratos aquosos de cinco cultivares de aveia branca (Avena sativa L.) e quatro de aveia preta

(Avena strigosa Schreb), em diferentes concentragdes, sobre a germinacéo e o desenvolvimento
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das plantulas das espécies infestantes azevém (Lolium multiflorum Lam.) e amendoim-bravo
(Euphorbia heterophylla L.). Os extratos aquosos das cultivares de aveia branca e preta
inibiram o potencial alelopatico sobre a germinacéo e o desenvolvimento das plantas daninhas
testadas.

Explorando o potencial bioherbicida do 6leo essencial de Eucalyptus tereticornis contra
uma das principais plantas daninhas do arroz (Oryza sativa L.), Echinochloa crus - galli L.,
Vishwakarma e Mittal (2014) constataram que 0 6leo essencial de E. tereticornis suprimiu o
crescimento e afetou a fisiologia da planta daninha testada, afetam a germinacé@o de sementes e
o0 desenvolvimento de plantulas e diminuiu em 80% o teor de clorofila das plantulas de E. crus
galli.

Pannacci et al. (2015) mostraram que o extrato de biomassa aérea da Artemisia vulgaris
L. reduziu a germinacdo de sementes de Lolium multiflorum quando aplicado como
bioherbicida em pré-emergéncia e em pos-emergéncia tanto em casa de vegetacdo como em
experimentos de campo. Os mesmos autores observaram que este bioherbicida também pode
inibir a germinacdo de sementes de Amaranthus retroflexus L., sem inibicdo na germinacéo de
sementes de culturas de campo (trigo, milho e colza) e culturas horticolas (tomate, cebola,
cenoura e alface).

Ahmed et al. (2016) estudaram a potencialidade alelopatica do p6 de semente de Eruca
sativa e Raphanus (RSSP) sobre o crescimento das plantas daninhas capim-arroz (Echinochloa
crus-galli) e malva (Corchorus olitorius) associadas a cultura do girassol (Helianthus annuus).
Os resultados indicam que a utilizacdo da atividade alelopéatica presente em pd sementes de
algumas plantas do género Brassicaceae (Eruca sativa, Raphanus sativus e Brassica rapa) é
um bioherbicida seletivo para controle de plantas daninhas anuais e perenes.

Ahmed et al. (2018), estudando a potencialidade alelopatica do pé de semente de
rabanete (Raphanus sativus) no crescimento de plantas daninhas (Corchorus olitorius,
Abelmoschus esculentus e Portulaca oleracea) associadas a cultura do feijdo (Phaseolus
vulgaris), constataram que houve reducao significativa no peso seco das trés plantas daninhas
guando comparado com o controle ndo tratado, atingindo efeitos fitotoxicos de 100%. Estes
resultados indicam claramente a possibilidade de usar atividade alelopatica do p6 de sementes
R. sativus como bioherbicida seletivo para controlar plantas daninhas anuais.

O efeito bioherbicida dos metabolitos secundarios presentes nos extratos metanolicos
de folhas e cascas de Ficus bengalensis sobre a planta daninhas Ipomoea pentaphylla foi
desenvolvido por Muhammad et al. (2018). Estes autores constataram que 0S extratos

metanolicos das folhas de F. bengalensis apresentaram efeito inibitorio sobre a germinacéo de
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sementes, no comprimento da parte aérea e da raiz de |. pentaphylla, e que este efeito foi
diretamente proporcional a concentragdo aplicada.

Rocha et al. (2018) desenvolveram uma pesquisa com o objetivo de avaliar a atividade
alelopatica de extratos aquosos de raizes de Solanum paniculatum L., popularmente conhecida
como jurubeba verdadeira, na germinagao e no crescimento inicial de alface (Lactuca sativa
L.). Constataram que o extrato macerado apresentou atividade alelopatica inibitoria sobre o
processo de germinacgéo e crescimento de alface.

Khare et al. (2019), com objetivo de explorar a atividade bioherbicida de emulsées de
6leos essenciais extraidos de folhas de plantas arométicas e medicinais, avaliaram Gleo
essencial das espécies de plantas Eucalyptus citriodora Hook, Ocimum basilicum L. e Mentha
arvensis L. Foi realizado um experimento em casa de vegetacdo, onde foram pulverizados 0s
trés oleos essenciais em diferentes concentracdes (50, 75 e 100 uL/mL) sobre trés espécies de
plantas daninhas (A. arvensis, C. rotundus e C. dactylon). Os resultados mostraram que a
pulverizacdo dos 6leos essenciais reduziu o crescimento das plantas daninhas, o comprimento
das raizes e da parte aérea, causaram a perturbacdo na integridade da membrana e geraram
estresse oxidativo para a planta daninha. O dano visivel foi mais distinto quando se aplicou a
emulsdo de 6leos de M. arvensis do que dos demais. A fitotoxicidade foi mais proeminente em
A. arvensis seguida por C. dactylon e C. rotundus.

Devido a existéncia de poucos relatos sobre o potencial fitotoxico de espécies
agroflorestais e frutiferas, Perveen et al. (2019) desenvolveram um estudo com o objetivo de
avaliar o efeito fitotoxico do extrato de espécies agrofloresta e fruteiras (Moringa oleifera,
Morus alba, Mangifera indica, Albizia lebbeck, Albizia procera, Delonia regia, Ziziphus jujube,
Ziziphus mauritiana) contra a planta daninha Lepidium sativum. A aplicacdo em pré-
emergéncia dos extratos de todas as espécies de plantas atrasou a germinacdo e reduziu o
crescimento da parte aérea, da radicula e do peso seco de plantulas de L. sativum. Estes
resultados sugerem que a acdo fitotoxica do extrato das folhas destas espécies pode estar
relacionada a presenca de aleloquimicos fendlicos, que por sua vez podem ser explorados mais

diretamente para o desenvolvimento de bioherbicidas.

2.1.7. Metabolitos secundarios provenientes de meios fermentados de fungos para o
controle de plantas daninhas

O uso de produtos naturais, como metabdlitos secundarios presentes em extratos e
agentes biologicos naturais como fungos e bactérias para o controle de plantas daninhas esta se

tornando uma medida eficaz. Porém, necessita ser mais investigada para aumentar a eficacia do
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controle das plantas daninhas também nas culturas menores e cultivadas em horticultura
integrada e organica (CAIl; GU, 2016).

O grupo dos fungos apresentam uma grande diversidade e capacidade de produzirem
substancias toxicas, sendo considerado um grupo em potencial para o controle de plantas
daninhas. Cerca de 69000 espécies e géneros ja foram descritos, porém um pequeno nimero de
espécies foi avaliado quanto ao seu potencial para produgdo de metabdlitos secundarios com
atividade bioherbicida (RAI et al., 2009; SINGH; PANDEY, 2019).

A maioria das espécies de fungos ja identificadas como potencial bioherbicidas pertence
a classe Deuteromycetes. Dentre as espécies, 0s principais géneros utilizados como
bioherbicidas sdo Colletotrichum, Alternaria, Septoria, Phompsis, Phoma, Phaeoseptoria e
Ascochyta. Portanto, o potencial fitotoxico dos metabolitos secundarios produzidos por fungos
associados ao controle de plantas daninhas tem atraido a atencdo de um grande numero de
pesquisadores em todo 0 mundo nos ultimos anos (BRUN et al., 2016; EVIDENTE et al., 2016;
TODERO et al., 2018a,b, 2019).

Pes et al. (2016) avaliando a eficacia da aplicacdo de um bioherbicida a base de
metabolitos secundarios provenientes do caldo fermentado do fungo Diaporthe sp. no controle
de plantas daninhas. Estes autores constataram que as biomoléculas produzidas por este fungo
séo promissoras para o desenvolvimento de um herbicida natural, visto que a aplicagéo destes
metabdlitos secundarios contribui para reducdo no peso da massa seca da parte aérea de plantas
das plantas daninhas Conyza sp. e Echinochloa sp.

Brun et al. (2016) e Klaic et al. (2017), desenvolveram um estudo com objetivo de
produzir um bioherbicida com base nos metabdlitos secundarios provenientes da fermentacédo
submersa em biorreator e fermentagdo em estado sélido, respectivamente, do fungo Phoma sp.
e avaliar o potencial herbicida na planta bioindicadora pepino (C. sativus L.). Ambos os autores
constataram que os metabolitos produzidos pelo fungo Phoma sp. apresentaram fitotoxicidade
sobre a planta alvo: C. sativus. Assim, os metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo
Phoma sp. podem ser uma alternativa futura para formulagdo um bioherbicida destinado ao
controle de plantas daninhas.

Em estudo posterior também utilizando os metabolitos secundarios presentes no caldo
fermentado do fungo Phoma sp., Todero et al. (2018b) desenvolveram um experimento com o
objetivo de aumentar a atividade bioherbicida destes metabdlitos por meio da concentracao por
membranas. Para isso, os metabdlitos secundarios presentes no caldo fermentado do Phoma sp.
foram concentrados por membranas de microfiltracdo de fibra oca. Este estudo mostrou que a

fracdo retida pode inibir a germinagdo das plantas Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus,
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obtendo um controle de 100% de inibicdo. Para os ensaios em substrato em casa de vegetacéo,
a taxa de controle de A. retroflexus foi dependente da concentracéo de bioherbicida.

Outros estudos estdo sendo desenvolvidos para investigar a possibilidade de
desenvolver este bioherbicida como uma ferramenta de controle de plantas daninhas em pré e
pos-emergéncia. Todero et al. (2018a) e Todero et al. (2019) evidenciaram que a concentracdo
de metabdlitos secundarios produzidos por fermentacdo de fungos propicia aumento da
atividade bioherbicida. Isto é uma alternativa para desenvolver novos estudos para avaliar esta
tecnologia na concentracdo de outros metabdlitos que também apresentem atividade
bioherbicida.

2.1.8. Conclusoes

As plantas daninhas representam um dos principais problemas que afetam o rendimento
e a produtividade agricola. Nos Gltimos anos 0 manejo destas plantas exige a insercao de novas
tecnologias alternativas e eficientes devido aos riscos associados ao controle quimico como a
poluicdo ambiental e a resisténcia desenvolvida por diversas espécies de plantadas daninhas as
substancias quimicas disponiveis no mercado.

A utilizacdo dos metabdlitos secundarios presentes em extratos de plantas e em caldo
fermentado de fungos é uma alternativa eficaz para o controle de plantas daninhas, pois pode
inibir a germinacdo ou mesmo reduzir o crescimento destas plantas em areas agricolas, além
disso diminui os impactos ambientais negativos gerados pelo uso dos herbicidas sintéticos.

Em geral, se percebe a necessidade de mais estudos relacionados ao desenvolvimento,
aplicabilidade e viabilidade dos herbicidas bioldgicos para o controle de plantas daninhas. Por
fim, torna-se necessario, também, a adequacdo de novas tecnologias para a formulacdo,
estabilidade e manutencao da acéo fitotoxica dos bioherbicidas produzidos, visto que a eficécia,
umidade, método de aplicacdo, e 0 espectro de acdo sdo os principais fatores que limitam a

aplicagéo dos bioherbicidas.
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2.2. ARTIGO II: NOVAS TECNOLOGIAS PARA FORMULACAO DE METABOLITOS
SECUNDARIOS PRODUZIDOS POR Phoma sp. PARA O CONTROLE DE PLANTAS
DANINHAS: UMA REVISAO

O presente artigo (titulo original: New technologies for formulation of secondary metabolites
produced by Phoma sp. for weed control: a review) foi submetido para publicacdo em periddico

cientifico da area.

Resumo: A sociedade cientifica em todo 0 mundo tem procurado ferramentas que minimizem
0 impacto nocivo das atividades humanas no meio ambiente natural. No campo agricola, o
desenvolvimento de alternativas sustentaveis para o controle de patdgenos, pragas e plantas
daninhas em diferentes culturas se enquadra nesse escopo. Uma das alternativas € a utilizacao
de caldos fermentados contendo metabdlitos produzidos por microrganismos, principalmente
pelo grupo de fungos endofiticos. Muitas espécies de fungos do género Phoma sp. produzem
uma grande variedade de metabolitos secundarios que, em sua maioria, apresentam acao
herbicida. Considerando esse importante assunto na area de controle bioldgico, esta reviséo
pretende apresentar uma discusséo critica sobre os achados atuais e perspectivas futuras que
justifiguem o uso de metabolitos produzidos por fungos para diferentes finalidades.
Comumente, a purificacdo de caldos fermentados, a caracterizacdo e sua aplicacdo em espécies
de plantas bioindicadoras sdo algumas tarefas indispensaveis para se ter um forte conhecimento
sobre a acdo dos metabdlitos. Além disso, formulagdes adequadas podem fornecer ao produto
final estabilidade, molhabilidade, capacidade de espalhar e penetracdo, o que pode melhorar

sua acéo.

Palavras-chave: controle biolégico, fungos endofiticos, compostos bioativos, caracterizacéo,

emulsificacdo por membrana.

2.2.1. Introducao

Recentemente, hd um aumento na ocorréncia de doencas, pragas e plantas daninhas em
campos agricolas. O uso excessivo de agroguimicos, associado a falta de assisténcia técnica,
n&o resolve o problema. Caso contrario, pode causar perda de produtividade e contaminacao de

alimentos, solo, agua, animais e seres humanos. O uso excessivo de agroquimicos tambem pode
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causar outros problemas, como o surgimento de patdgenos, pragas e espécies invasoras. Os
patdgenos podem se tornar resistentes a determinadas moléculas quimicas, o que pode causar
um desequilibrio biolégico como consequéncia da eliminacdo de organismos benéficos (Andres
et al., 2007; Jabran et al., 2015; Matzrafi et al., 2015; Kleinman et al., 2016; Tahmasebi et al.,
2018, Neve et al., 2018).

O controle biolégico é um método promissor para reduzir o uso de agroquimicos
(Chagas et al., 2014). Tal controle consiste na manipulacdo do ambiente produtivo para
modificar a taxa de sobrevivéncia de inimigos naturais de pragas. O uso de compostos bioativos
produzidos por agentes de controle bioldgico, que apresentam atividade antifingica, herbicida
e inseticida, com o objetivo de reduzir populacfes de insetos, patdgenos e plantas daninhas
(Parsa et al., 2018). Entre os agentes de controle bioldgico, microrganismos e substancias
naturais sao os mais estudados para controle bioldgico (Villaverde et al., 2014). Em relacao aos
microrganismos, os fungos sdo os mais investigados, uma vez que varios fungos endofiticos
tém a capacidade de produzir uma grande variedade de substancias toxicas (Zhanga et al., 2013;
Cordeau et al., 2016).

Os metabolitos secundarios presentes no caldo permentado de fungos sdo uma forma de
controle biolégico. Atualmente, a composicdo quimica de compostos fermentados de
microrganismos para seu uso no controle biolégico é raramente conhecida. Para obter
metabdlitos secundarios de fungos endofiticos, processos fermentativos tém sido utilizados. No
entanto, esses processos ainda sao realizados em escala de laboratério. Em alguns casos, 0s
metabolitos secundarios presentes no produto fermentado possuem moléculas hidrofébicas de
baixa solubilidade em agua e sensiveis a luz, impossibilitando sua utilizacdo na composicao de
bioprodutos (Wang et al., 2012; Brun et al., 2016).

Entre os fungos endofiticos com potencial para a producdo de metabdlitos secundarios
com atividade herbicida, Phoma sp. mostrou resultados promissores (Daia et al., 2010; Bailey
etal., 2011a; Cimmino etal., 2013; Brun et al., 2016; Cordeau et al., 2016; Todero et al., 2018a,
b). Em todos os estudos acima mencionados, o processo de fermentacao submersa foi utilizado
para produzir moléculas bioativas, onde o extrato bruto foi aplicado livre de células.

Apos a producdo, caracterizagdo e concentracdo de metabdlitos, o uso de adjuvantes
adequados em combinacdo com o caldo € necessario para permitir o uso adequado desses
metabolitos secundarios. A adicdo destas substancias destina-se a mitigar os efeitos adversos
do ambiente no meio fermentado durante o armazenamento e ap6s a aplica¢do. Entre os
adjuvantes utilizados na composicdo de bioprodutos, os mais utilizados séo os surfactantes,

Oleos vegetais e nitrogénio (Oliveira et al., 2015).
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Nesse contexto, estudos sdo necessarios para associar tecnologias, a fim de fornecer
uma formulacéo adequada de bioprodutos. Pode permitir a maxima expresséo do seu potencial
no controle bioldgico. Portanto, esta revisdo tem por objetivo apresentar uma discusséo critica
e construtiva sobre os achados atuais que descrevem a eficiéncia do uso de metabolitos
secundarios a partir de processos fermentativos de Phoma sp. Perspectivas futuras para a
formulacdo de bioprodutos utilizando emulsificagdo de membrana que justifiquem o uso de

metabolitos produzidos por fungos para diferentes propositos também séo fornecidas.

2.2.2. Controle bioldgico de plantas daninhas

O controle bioldgico é atualmente considerado uma das alternativas utilizadas na
agricultura moderna, também chamada de agricultura sustentavel ou alternativa. Tal op¢édo de
controle possibilita a reducdo do uso de agroquimicos, a fim de minimizar os danos ja causados
e evitar danos futuros ao ambiente natural (Schwan-Estrada et al., 2012). O uso do biocontrole
em pragas, plantas daninhas e fungos fitopatogénicos consiste na aplicacdo de interacoes
naturais que levam a relagc6es entre espécies ao controle populacional de determinadas espécies,
mas ndo a sua erradicacdo (Villaverde et al., 2014).

Os microrganismos endofiticos mais utilizados neste tipo de controle sdo os fungos,
bactérias e actinomicetos que vivem na superficie dos 6rgdos e tecidos da planta, sem
aparentemente causar danos aos seus hospedeiros. Portanto, diferem dos microrganismos
fitopatogénicos, uma vez que sdo prejudiciais as plantas, causando-lhes doencas (Hussain et al.
2014). Estudos mostram que a maioria das plantas vasculares € hospedeira de varios
microorganismos, bactérias e fungos endofiticos. Esses microrganismos passaram toda a sua
vida (til ou parte dela colonizando os tecidos saudaveis das plantas hospedeiras e na maioria
das vezes nao apresentam nenhum sintoma aparente (Hussain et al., 2012; Hussain et al., 2014).

Entre esses microorganismos, o grupo de fungos endofiticos € o mais aplicado no
controle bioldgico. Esses microrganismos sdo considerados uma fonte importante de selecdo de
agentes de controle bioldgico para suprimir pragas de plantas (insetos e patégenos) e superar 0
estresse abidtico (seca, sal e calor). Estudos reafirmam que os fungos endofiticos sdo uma fonte
rica de compostos bioativos com elevado potencial medicinal e agricola (Hussain et al., 2009;
Dai et al., 2010; Saleem et al., 2011; Wijeratne et al., 2013).

Os metabolitos secundarios produzidos por fungos, bactérias e actinomicetos séo
fitotoxinas. Os compostos bioativos produzidos pelos fungos endofiticos apresentam atividade

bioldgica significativa e alto grau de biodiversidade. Portanto, esses compostos poderiam ser
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usados no desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos ou na formulacdo de produtos
naturais dentro da esfera agricola (Hussain et al., 2009; Kaul et al., 2012; Kennedy 2016).

Os bioherbicidas sdo apresentados como ferramentas integradas para 0 manejo de
plantas daninhas, pois oferecem diversos beneficios, como maior especificidade de alvos e
rapida degradacdo. No entanto, apenas alguns bioherbicidas estdo atualmente disponiveis no
mercado. Mais estudos sdo necessarios para identificar compostos bioativos e fabricar
bioherbicidas eficientes. Além disso, é necessario demonstrar que os organismos aplicados ao
controle bioldgico sdo suficientemente especificados para as espécies-alvo e que eles nédo
representam um risco para as espécies existentes nos locais onde esse controle é aplicado. Essa
avaliacdo € uma das etapas preliminares para o desenvolvimento e posterior registro de

possiveis bioprodutos (Cordeau et al., 2016).

2.2.3. Phoma sp.: Seu papel no controle bioldgico

Entre os fungos endofiticos, Phoma sp. sdo proeminentes. Este género é considerado
um dos maiores, com aproximadamente 3.000 espécies descritas. Estes fungos sdo considerados
uma fonte promissora de metabdlitos secundarios biologicamente ativos, que podem ser usados
para medicina humana e também na agricultura para controle bioldgico de ervas daninhas,
fungos fitopatogénicos e insetos (Herath et al. 2009; Kaul et al., 2012). Algumas espécies de
Phoma secretam metabdlitos secundarios, como pigmentos e antraquinona, que possuem o alto
potencial de controle biologico e podem ser explorados na produc¢édo de bioprodutos destinados
a agricultura (Kim et al., 2012; Rai et al., 2009).

Diversos tipos de pesquisa investigam o potencial biotecnoldgico de fungos endofiticos
de Phoma sp. para a producdo de metabdlitos biologicamente ativos e para a formulacdo de
produtos naturais destinados ao controle biolégico de plantas daninhas (Tabela 1). Diferentes
toxinas produzidas pelos fungos Phoma afetam o crescimento de diferentes espécies de ervas
daninhas, uma vez que a germinagdo de sementes tipicamente tem uma taxa de inibicdo de
aproximadamente 90%. Isso corrobora o potencial bioherbicida desses compostos (Bailey et
al., 2011b; Rai et al., 2009; Wang et al., 2012).
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Tabela 1 - Identificacdo de compostos bioativos e atividade biol6gica de metabolitos produzidos por diferentes espécies de Phoma.

Fungo Compostos bioativos Atividade bioldgica Processo de producéo Referéncia
P. macrostoma macrocidins A and B Herbicida Fermentacdo submersa Graupner et al. (2003)
P. macrostoma macrocidins A and Z Herbicida Fermentacdo submersa Zhou et al. (2004)

P. sp. FKI-1840 Spylidone Antibacteriana Fermentacdo submersa Koyama et al. (2005)
P. herbarum 3-nitro-1,2-benzenedicarboxylic Herbicida Fermentacdo submersa Vikrant et al. (2006)
acid (3-nitrophthalic acid)
P. sp. SANK 13899 Pleofungins A, B, C, and D Antifungica Fermentacdo submersa Yano et al. (2007)
Phoma exigua Oxaphomin Herbicida Cimmino et al. (2008)
Phoma macrostoma macrocidins A and Z Herbicida Fermentacdo submersa Bailey et al. (2011b)

policétido 5-hydroxyramulosin Antifungica e Potato :
Ph : ) . l. (2012
omasp (63) Antibacteriana dextrose agar (PDA) Santiago et al. (2012)
P. chenopodiicola chenopodolans A-C Herbicida Fermentacdo submersa (Cimmino et al., 2013)
Phomalacton, (3R)-5- Antifangica e Potato .
Phoma sp. hydroxymellein Antibacteriana dextrose agar (PDA) Hussain et al. (2014)

P. chenopodiicola

chenopodolan D, chenisocoumarin
e chenopodolin B

Herbicida

Fermentacdo submersa

Arora et al. (2016)

P. cucurbitacearum

thiodiketopiperazine

Antibacteriana

Fermentacdo submersa

Arora et al. (2016)

Phoma sp.

Pyrrolo[1,2-a]pyrazine-1,4-dione,
hexahydro-3-(2-methylpropyl)

Herbicida

Fermentacdo submersa

Brun et al. (2016)

P. chenopodiicola

chenopodolans E and F

Herbicida

Fermentacdo submersa

Evidente et al. (2016)
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O potencial para o controle biol6gico de plantas daninhas também foi examinado por
Cimmino et al. (2008). Os autores referenciados avaliaram os efeitos das fitotoxinas produzidas
pelas cepas de Phoma exigua var. Exigua sobre as plantas daninhas Cirsium arvense e Sonchus
arvensis. Foi visto que o composto Oxaphomin apresentou o mais forte efeito toxico em S.
arvensis. Phoma macrostoma Montagne tem uma acéo bioerbicida conhecida e é eficiente no
controle bioldgico de plantas daninhas (Hubbard et al., 2014). Extratos miceliais e extratos de
caldo fermentado liofilizado de seis linhagens de Phoma macrostoma isoladas no Canada
apresentaram efeitos semelhantes. Quando aplicados em pré-emergéncia no solo, causaram
intensa clorose e branqueamento de folhas emergentes do cardo canadense (Cirsium arvense L.
(scop)). Quando aplicados em pds-emergéncia em plantas folhosas, causaram intenso
clareamento, que resultou em uma leve inibicdo do crescimento apos 4-6 dias, mas foi letal apds
14 dias para plantas de girassol (Graupner et al., 2003).

Eficécias dos metabdlitos secundarios produzidos por P. macrostoma para o controle
biologico de outras ervas daninhas sdo relatadas, tais como cardo canadense (Cirsium arvense
(L.) Scop.), Dente de ledo (Stellaria media (Stellaria media) L.) Vill.) e camomila sem perfume
(Matricaria perforata merat). Caso contrario, nenhum efeito foi observado em plantas
monocotiledéneas, como trigo (Triticum spp.), Aveia (Avena sativa) e milheto (Pennisetum
glaucum) (Bailey e Derby 2001; Zhou et al., 2004; Hubbard et al., 2014), que é interessante
porque essas culturas ndo devem ser controladas.

Conforme relatado por Bailey e Falk (2011), apenas o fungo Phoma macrostoma é
registrado como um bioherbicida para seu uso somente em hortas, mas nao para a agricultura.
P. macrostoma gera dois metabdlitos secundarios que apresentam fitotoxicidade conhecida
como macrocidinas A e Z. Esses compostos inibem a biossintese de carotenoides em plantas
suscetiveis, o clareamento severo da clorose e a morte ocasional de plantas daninhas de folhas
largas (Graupner et al., 2003; Hubbard et al., 2014). As macrocidinas inibem a biossintese de
carotendides em plantas sensiveis, induzindo clorose, branqueamento de calca e ocasionais
necrose (Bailey et al., 2011b; Hubbard et al., 2014).

Com a caracterizacdo quimica e avaliacdo dos potenciais bioherbicidas de metabolitos
produzidos na cultura submersa do fungo Phoma chenopodiicola, Evidente et al. (2015)
identificaram trés novos metabdlitos, que formam o chenopodolan D, chenisocoumarin e
chenopodolin B. Quando aplicado sobre folhas destacadas de plantas daninhas ndo hospedeiras,
foi verificada fitotoxicidade efetiva, causando necrose nos tecidos foliares de Stellaria media,

Urtica dioica, Sonchus arvensis, Parietaria officinalis, Lactuca serriola e Helianthus annuus.
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Caldo fermentado sem células do fungo Phoma sp. foi aplicado em pré-emergéncia,
pos-emergéncia e em folhas isoladas de Cucumis sativus e Sorghum bicolor (Brun et al., 2016).
Os metabdlitos produzidos por este fungo sdo altamente bioherbicidas, inibindo completamente
0 crescimento de sementes de plantas de monocotiledéneas (S. bicolor) e dicotiled6neas (C.
sativus).

De fato, mais estudos sdo necessarios na investigacdo de metabolitos secundarios
produzidos por fungos endofiticos isolados de plantas medicinais, possibilitando encontrar
outros compostos bioativos naturais e novos metabdlitos secundarios. Da mesma forma, é
importante pesquisar processos de fermentacdo para ampliar a producdo. H& a necessidade de
testes com foco na eficicia da acdo microbiana de metabdlitos secundarios produzidos por

fungos endofiticos do género Phoma sp. (Figura 1).

MICRORGANISMO PRODUGAO DE CALDO CARACTERIZAGAO QUIMICA DO
(FUNGO) FERMENTADO CALDO FERMENTADO
« Isolamento: > Ew"“_‘{du PTOCESSQ fenneut?tivo; * Isolamento dos compostos presentes:
+ Identificagiio. + Condigdes adequadas de cultivo. « Identificagao e quantificagio dos

compostos.

l

FILTRACAO DO CALDO FORMULACAO DE NANO E

TESTES DE ACAO BIOHERBICIDA

FERMENTADO

+ Purificagdo e concentragio do caldo
fermentado.

(Plantas biomndicadoras)

* Agdo inibitoria de germinagdo;

MICROEMULCOES

+ Potencializar a agdo dos compostos:
= Agao Fitotoxica em plantas.

* Agao Fitotoxica em plantas.

AGAO BIOHERBICIDA

TESTES DE ACAO BIOHERBICIDA I
CONFIRMACAO

(Plantas daninhas)

* Otimizagao do processo fermentativo;

« Aumento de escala de produgio:

* Registro do produto junto aos oérgaos
reguladores.

* Agdo mibitoria de germinagao;
+ Agéo Fitotoxica em plantas.

Figura 1 - Etapas e processos utilizados no desenvolvimento de um bioherbicida de Phoma sp.

2.2.4. Processos de fermentativo

Além do desenvolvimento de ferramentas para identificar e selecionar microrganismos
que produzem metabdlitos secundarios com potencial para controle biologico, € necessario
estabelecer os bioprocessos mais adequados e determinar as melhores condi¢6es de crescimento
para 0 aumento da producdo desses compostos. Processos fermentativos podem ser uma
alternativa para a producdo de metabolitos secundarios (Ash 2010; Brun et al., 2016). Os

processos fermentativos séo rotulados como uma soma de etapas ou fases em que 0s meios de
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cultura fornecem todos os nutrientes necessarios. Em um processo fermentativo, temperatura,
pH, agitacdo e concentracdo de nutrientes sdo controlados para oferecer condi¢Ges favoraveis
ao crescimento de microorganismos. Apos o0 processo, 0 caldo fermentado é submetido ao
tratamento final para separar produtos e subprodutos (Dernain, 2006).

O fermentado pode ser descontinuo, semicontinuo ou continuado, de acordo com o tipo
de cultivo (cultivo em estado sélido ou submerso) e de acordo com a oferta de oxigénio
(processos aerados e ndo-aerados). Os processos microbianos sao realizados em fermentacéo
submersa ou meio solido de crescimento, sendo o primeiro o0 mais utilizado em escala industrial
(Castro e Pereira Junior, 2010).

Os processos de fermentacdo semi-sélida diferem significativamente dos processos de
fermentacdo submersas relativamente a esporulacédo e producédo de enzimas, bem como no que
diz respeito as formas de mistura e difusdo. O processo submerso de fermentacdo mostra ser
relativamente facil de cultivar em larga escala, uma vez que assegura a homogeneidade do
controle médio e facil dos parametros do processo, especialmente se monitorado por sensores
adequados (Couto e Sanroman, 2006; Daryaei et al., 2016b).

A maior producdo de biomassa e metabdlitos secundarios por fungos em processos
fermentativos estd diretamente relacionada aos fatores de desenvolvimento, que envolvem o
meio e as condi¢Oes de crescimento. Dentre estes, destacam-se o pH, a relagdo Carbono /
Nitrogénio e o0s suplementos minerais do meio, bem como as propriedades fisioldgicas dos
microrganismos (como a idade do indculo). Esses fatores devem ser cuidadosamente
selecionados para otimizar o crescimento e o processo de producdo dos metabdlitos secundarios
dos fungos endofiticos, mantendo a viabilidade e eficacia (Gunasekaran e Poorniammal, 2008;
Daryaei et al., 2016a; Klaic et al., 2017).

Diversos estudos foram realizados nos altimos anos, com o objetivo de determinar o
processo de fermentacdo e as condi¢bes de cultivo adequadas para a maior producdo de
metabolitos por fungos endofiticos. Ao otimizar as condi¢Bes de cultivo em fermentagdo
submersa para a producéo de pigmentos pelo fungo Phoma herbarum FGCC # 54, Quereshi et
al. (2010) relataram que a maior produgéo de biomassa e metabdlitos foi encontrada no pH ideal
do meio de cultura como 4,0. Os autores também destacaram a viabilidade da producéo
comercial deste pigmento como um potencial bioherbicida. Avaliando a influéncia da
formulacdo de metabolitos produzidos pelo fungo Diaporthe sp. na fermentacdo em estado
solido com adjuvantes, Bastos et al. (2017) descobriram que a fermentacdo no estado sélido

permitiu a producao de metabdlitos pelo fungo Diaporthe sp. e também observaram que quando
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formulados com adjuvantes, houve um aumento na eficicia do bioherbicida contra plantas de
Cucumis sativus.

A producdo de bioherbicidas da Phoma sp. por fermentacdo em estado sélido foi
otimizada por Kilaic et al. (2017), utilizando como substrato residuos agroindustriais (bagaco
de cana de acucar, farelo de soja e 4gua de maceragdo de milho). Esses autores atestaram alta
eficacia no controle da planta alvo C. sativus e evidenciaram a obtengdo de um nivel de
fitotoxicidade de 40 lesGes. A intensidade do efeito foi influenciada pela formulacdo do meio
de fermentacdo. Sendo que a melhor condicéo de otimizacéo para a producao de bioherbicida
foi (% em peso): teor de umidade 70,0, teor de farelo de soja 30,0 e &gua de maceracdo de milho
(CSL) 20,0.

A fermentacdo submersa do fungo Phoma sp. em um biorreator sob condicdes
controladas de agitacdo e aeracdo foi eficiente permitindo um aumento na produtividade de
biomassa, 0 que evidencia que métodos de otimizacdo de processos para a producdo de
metabdlitos secundarios de fungos com acgdo bioericicida sdo fundamentais para 0 aumento do
teor de compostos (Brun et al., 2016). Ao avaliar a acdo bioerbicida do caldo fermentado
resultante da fermentacdo submersa do fungo Diaporthe sp. (Lolium multiflorum, Conyza sp e
Echinochloa sp.). Em pré-emergéncia, Pes et al. (2016) verificaram uma eficiéncia de 100%,
inibindo a germinacgdo de todas as espécies estudadas. Na pds-emergéncia, o crescimento das
plantas foi suprimido para as espécies Conyza sp. e Echinochloa sp.

Um estudo recente foi desenvolvido com base no uso de membrana de fibra oca para
concentrar o caldo fermentado de Phoma sp. O objetivo foi aumentar a atividade herbicida em
pré-emergéncia e pds-emergéncia das plantas daninhas Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus.
A pré-emergéncia teve 100% de controle para ambas as espécies. Na pds-emergéncia, a taxa de

controle foi influenciada pela concentracéo aplicada de bioherbicida (Todero et al., 2018b).

2.2.5. Emulsdes: Conceitos, Tipos, Aplicacdes e Formagao

Emulsdes sdo definidas como sistemas heterogéneos, termodinamicamente instaveis,
compostos por dois ou mais liquidos imisciveis, geralmente 6leo e agua. As emulsdes sdo
compostas por trés etapas: etapa oleosa, etapa aquosa e surfactantes. No primeiro passo ou fase
(passo disperso), ocorre a formacdo de gotas pequenas e esféricas. Essas gotas sdo suspensas
em outra etapa (continua). O tamanho das dimens6es depende do processo de emulsificagéo,
que pode variar entre 0,1 um e 0,1 mm (Graaf et al., 2005; De Luca, 2008; Lam e Nickerson,
2013). Emulsdes sao classificadas em diferentes tipos, dependendo da definigdo de qual ¢ a fase

continua e qual é a fase dispersa, e também de acordo com seu tamanho de gota. Quanto as
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fases, elas sdo classificadas em emulsbes Unicas e emulsdes mdltiplas, e para tamanho de
goticulas em macroemuls6es, microemulsGes e nanoemulsées (Graaf et al., 2005).

As emulsdes simples sdo divididas em duas classes, de acordo com a distribuicédo
relativa das diferentes fases que compdem o sistema. As emulsdes simples dleo-em-agua (O/A)
sdo tipicamente sistemas formados por goticulas de 6leo dispersas numa fase aquosa. No
entanto, as emulsbes &gua-em-6leo (A/O), menos frequentes, sdo sistemas formados por
goticulas de a4gua dispersas em uma fase oleosa, como mostra a Figura 3 (Nazir, 2010; Zanatta
et al., 2017; Pereira e Garcia-Rojas, 2015).

As emulsdes multiplas ou duplas apresentam estruturas mais complexas e sao definidas
como sistemas multicompartimentalizados compostos por trés etapas, geralmente com
diferentes composic@es, nas quais coexistem emulsdes de 6leo em agua (O/A) e dgua em Oleo
(A/O). As goticulas aquosas sdo dispersas no interior de gotas oleosas e estas gotas oleosas sao
dispersas num passo aquoso externo, o que permite uma distribuicdo uniforme das moléculas
lipidicas. As emulsGes multiplas mais comuns sdo agua/éleo/agua (A/O/A) e, dependendo da
aplicacdo, 6leo/agua/éleo (O/A/O) podem ser preparados (Figura 2) (Grossiord e Sellier, 2001;
Bouyer et al.,, 2012). As emulsdes multiplas tém aplicacbes promissoras nas industrias
alimenticia, cosmética e farmacéutica. Outros campos da industria também tém usado
emulsbes, como para preparacdo de produtos agricolas e para a producdo de microesferas
multicompartimentais (Graaf et al., 2005).

< simple emulsions - oil-in-water

(0]
simple emulsions — water-in-oil W
W O

multiple emulsions - water-in-oil-
in-water

O
o multiple emulsions - oil-in-water-
W in-oil o W

Figura 2 - Representacdo esquematica de emulsdes simples e multiplas. Adaptado de: Bouyer
etal. (2012).
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As emulsbes O/A simples sdo as mais utilizadas e de maior interesse para a inddstria
alimenticia, para a producdo de iogurtes, cremes e maioneses. As emulsdes A/O simples séo
usadas na industria para producédo de margarina e alimentos a base de manteiga (Zanatta et al.
2017). Emulses multiplas tém alto potencial para aplicacdo na industria alimenticia (produtos
de baixa caloria, melhores caracteristicas sensoriais, mascaramento de sabor), indudstria
cosmetica (cremes facilmente difundiveis com ingredientes encapsulados nas fases agua e 6leo)
e na industria farmacéutica (Graaf et al., 2005; Neethirajan e Jayas, 2011; Bouyer et al., 2012).
Estudos recentes mostram que essas emulses também estdo sendo utilizadas na industria de
produtos agricolas, sendo aplicadas na formulacéo de produtos pela producéo de microesferas
multicompartimentais, o que leva a inovacdo de produtos destinados ao controle de fungos,
bactérias e plantas daninhas (Bouyer et al., 2012; Bolzan et al., 2015; Batos et al., 2017; Hazrati
etal., 2017).

Entre os métodos de formacao de uma emulsdo, os mais utilizados sdo: i) emulsificacao
fisica por queda-ruptura, que depende da natureza mecénica do processo e das propriedades
reoldgicas e quimicas dos compostos; ii) emulsificacdo por inverséo de fase; iii) emulsificacéo
“espontanea”, que depende principalmente da natureza dos aditivos quimicos, a relacdo entre
as duas etapas e a temperatura (Graaf et al., 2005; Schmidts et al., 2010; Anton e Vandamme,
2011).

Alguns aspectos a serem considerados na fabricacdo de uma emulsédo séo a selecdo das
fases continua e dispersa e o estudo dos fatores que determinam a reologia e estabilidade dos
sistemas emulsionados (Graaf et al., 2005; Liu et al., 2011). A emulsificacdo pode ser produzida
por métodos convencionais ou pelo uso da técnica conhecida como emulsificacdo de
membrana. E um processo energeticamente eficiente, pois possui baixa demanda de energia
(teor de energia por metro cubico de emulsdo produzida) quando comparado a outras técnicas
convencionais de emulsificacdo (Graaf et al., 2005; Zanatta et al., 2017).

As emulsdes também podem ser dimensionadas para tamanho de goticulas formadas na
fase dispersa e distribuidas na fase continua, que podem ser chamadas de micro ou
nanoemulsdes. As microemulsdes sao sistemas termodinamicamente estaveis e isotropicamente
transltcidos de dois liquidos imisciveis, geralmente A/O estabilizado por um filme de
surfactante interfacial e co-surfactante com goticulas na faixa de 10 ym a 100 nm. Para a
formacgé@o de microemulsdes, é necessario combinar trés a cinco componentes: 6leo, agua,
surfactante, co-surfactante e eletrélito (Damasceno et al., 2011). As nanoemuls@es sao sistemas
cineticamente estaveis, transparentes ou translucidos de dois liquidos imisciveis estabilizados

por um filme de surfactante interfacial com goticulas <100 nm (Tadros et al., 2004; Wang et
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al., 2007). Este pequeno tamanho das goticulas é responsavel pela estabilidade das
nanoemulsdes, evitando a sedimentacao (Anton e Vandamme, 2011).

Ao contrario das emulsfes tradicionais, micro e nanoemulsdes, que sdo sistemas
constituidos por uma fase aquosa, uma fase lipofilica e um surfactante, é necessaria a adi¢édo de
um co-surfactante para a preparacdo de micro e nanoemulsdes. A adi¢do deste co-surfactante
torna o sistema homogeneamente disperso, o que pode difundir-se facilmente, sendo
termodinamicamente estavel ao contrario das emulsdes (Graaf et al., 2005; Anton e Vandamme,
2011).

A atividade antimicrobiana de nanoemuls6es formuladas a partir de 6leo de manjericdo
com baixo didmetro de goticula associado ao surfactante ndo iénico Tween 80 foi confirmada
para preservar alimentos contra a deterioracdo microbiana (Ghosh et al., 2013). Os resultados
destacam o potencial de formulacdo de nanoemulsdes para permitir maior expressédo biologica
dos compostos metabdlitos produzidos pelas plantas ou mesmo por microorganismos.
Emulsées foram formuladas para produzir um bioherbicida a partir da mistura de metabdlitos
secundarios da fermentacdo em estado solido do fungo Diaporthe sp. com adjuvantes para
melhorar a atividade herbicida em relacdo ao organismo alvo (Bastos et al., 2017). Nesse
estudo, os autores verificaram que o fungo Diaporthe sp. apresentavam potencial para produzir
moléculas com atividade herbicida e as emulsdes produzidas com a adicdo de adjuvantes
melhoraram trés vezes sua eficiéncia frente as plantas de Cucumis sativus.

Além de fornecer ao produto final caracteristicas como estabilidade, eles também
aumentam a molhabilidade, a dispersibilidade e a penetracdo, aspectos esses que sdo altamente
atraentes para as industrias de produtos agricolas (Solans e Solé, 2012). As principais vantagens
das nanoemulsfes em relacdo as emulsGes convencionais incluem alta estabilidade cinética,
melhorando a biodisponibilidade e permitindo o transporte de compostos ativos, alta
permeabilidade de substancias de baixa solubilidade e baixa turbidez. Eles também aumentam
a molhabilidade, a dispersibilidade e a penetragédo, aspectos esses que séo altamente atraentes
para as industrias de produtos agricolas (McClements, 2011; Solans e Solé, 2012; Ghosh et al.,
2013). Com a otimizacdo dos pardmetros de processo para a formulacdo da nanoemulsdo do
6leo de manjericdo com pequeno diametro de gota e alta estabilidade cinética, Ghosh et al.
(2013) observaram que a nanoemulséo era estavel e possuia didmetro de 29,6 nm. Além disso,
a atividade bactericida também foi demonstrada pelas emulsées formuladas contra Escherichia
coli.

As propriedades das nanoemulsdes, incluindo a atividade antimicrobiana, séo altamente

dependentes do tipo de Oleo essencial utilizado na formulagdo e do tamanho das goticulas
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obtidas no final do processo. Ao avaliar a formulacdo de nanoemulsdes contendo Oleos
essenciais de diferentes espécies vegetais, Salvia-Trujillo et al. (2015) relataram que as
nanoemulsdes apresentaram maior acdo bactericida in vitro contra Escherichia coli,
principalmente para o 6leo obtido do cravo-da-india. Em outro trabalho, observou-se atividade
antimicrobiana e estabilidade de nanoemulsdes de dleo de manjericéo livre, principalmente
contra Candida albicans, Escherichia coli, Streptococcus sp, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus aureus (Bolzan et al., 2015).

Considerando que o 6leo de geranio apresentou constituintes majoritarios, como
citronelol e geraniol, Patias et al. (2016) desenvolveram uma nanoemulsdo contendo 6leo de
geranio para afirmar sua estabilidade acelerada e atividade antifingica para as espécies Candida
spp. Eles relataram que as nanoemulsdes apresentaram estabilidade por um periodo de 60 dias,
mostrando também atividade antifingica significativa para as espécies Candida albicans,
Candida glabrata e Candida tropicalis. Em um estudo recente, Hazrati et al. (2017)
desenvolveram uma nanoemulsdo O/A composta por 6leo essencial extraido de Satureja
hortensis L. e avalioaram a atividade bioherbicida em pré e pds emergéncia de duas plantas de
importancia global (Amaranthus retroflexus L. e Chenopodium album L.). Os testes em pré-
emergéncia mostraram que a nanoemulsdo reduziu os niveis de germinagao e apresentou maior

efeito inibitorio quando aplicada uma dose de 800 pL.L™.

2.2.6. Emulsificacdo por membrana

A emulsificacdo por membranas é uma aplicacdo recente da tecnologia de membranas,
que nos ultimos anos tem recebido maior aten¢do com potenciais aplicacdes em diversas areas.
A principal vantagem do uso de membranas em comparagdo com as técnicas convencionais de
emulsificacdo é a formacdo de micro e nanogotas com pouca dispersdo e tamanho uniforme.
Além disso, permite controlar o diametro médio das goticulas pelo tamanho médio dos poros
da membrana (Tabela 2). O tamanho da gota e a distribuicdo do tamanho estdo entre as
propriedades mais importantes que devem ser consideradas quando preparar um certo tipo de
emuls&o. Isso resulta em maior interesse no uso do processo de emulsificacdo de membrana
(Charcosset et al., 2004; Mello et al., 2010).
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Tabela 2 - Vantagens e desvantagens da emulsificacdo da membrana em comparagdo aos

métodos convencionais.

Vantagens Desvantagens

Membranas em geral

. _ Resisténcia adicional a transferéncia de
Elevada e constante area interfacial. )
massa criada pela membrana

Fases fluidas em contato independéncia.

Sem partes moveis, uso de equipamento plastico . )
. ) Vida 0til da membrana relativamente
(auséncia de corroséo) ) L
) o baixa; altos custos de reposi¢éo
Alta modularidade e compatibilidade, expanséo

direta, controle facil.

Membranas emulsificantes

) N Baixas taxas de permeacdo associadas a
Menor consumo de energia em relagao aos o )
. o distribuicéo estreita do tamanho das
emulsificantes convencionais. ] . _
goticulas e produtividade reduzida.

No foaming reduced coalescence phenomena

Distribuices de tamanho de goticulas estreitas ) y .
. _ B L Ocorre incrustacao na superficie da
Varias configuracdes: pré-mistura de
L o ) ) membrana e/ou nos poros.
emulsificagéo, dispositivos rotativos para reduzir

incrustagdes e aumentar a produtividade

Adapitado de: Charcosset (2009)

Além desses fatores, o processo de emulsificacdo por membranas é uma técnica
promissora, especialmente por oferecer suavidade ao processo, facilidade de operacdo,
equipamentos simples e variaveis para produgdo em larga escala. A emulsificagdo da membrana
é uma técnica amplamente utilizada em diferentes areas, mas especialmente importante em
aplicac@es finas na inddstria farmacéutica, pois permite o controle do tamanho e distribuicéo
das particulas, produzindo multiplas emulsdes de tamanho uniforme, o que agrega mais valor a
0 medicamento obtido (Liu et al., 2011).

Existem dois métodos distintos para realizar a formacdo de emulsdes pelo processo de
emulsificacdo da membrana. No método de emulsificacdo direta (Figura 3-A), a fase dispersa
permeia através da membrana para a fase continua em que as goticulas sdo formadas. O método

de emulsificacdo de pre-mistura (Figura 3-B) é geralmente realizado em ciclos, onde a fase
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dispersa passa sucessivamente através da membrana, a fim de reduzir o tamanho das goticulas
cada vez mais. Inicialmente, uma emulsdo priméaria é preparada pelo método convencional
(agitacdo mecanica simples), que é entdo pré-determinada para permear atraves de uma
membrana microporosa, promovendo a reducdo do tamanho da gota da fase dispersa. Esta
técnica é geralmente realizada em ciclos, que sdo passagens de membrana sucessivas, a fim de

reduzir o tamanho das goticulas cada vez mais (Piacentini et al., 2014).

SCHEMATIC REPRESENTATION OF TRAINING

Continuous Phase

A

Membrane
‘l’m < Membrane - :2';

Dispersed Phase Coarse Emulsion

TYPICAL EXPERIMENTAL APPARATUS

— . B oy
Q M il Water l /JQ
l

Pressurized vessel
Dispersed phase

Premix
le—
Coarse feservolr

4 Emulsion

Mg oM

Stirrer Membrane module

Rotor-stator
stage

_J_, _ Membrane

Disperse Module
phase
Continuous
phase
Fine
i 9% 0 *[*Eruision
Pump e %o o
s °

Figura 3 - Representacdo esquematica do processo de formacdo e aparato experimental tipico
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Continuous phase

para a producdo de emulsdes. (A) processo de emulsificacdo direta e (B) processo de
emulsificacdo de pré-mistura. Adaptado de: Charcosset (2009), Piacentini et al. (2014) e Trentin
et al. (2010).

O método de emulsificacdo direta por membrana apresenta as vantagens das baixas
taxas de cisalhamento, baixo consumo de energia, tamanho uniforme das goticulas e facilidade
de expansao (Van Der Graaf et al., 2005). No entanto, 0 método de emulsificacdo de pré-mistura
requer menos consumo de energia e permite fluxos de permeado superiores ao outro método.
No geral, o aparato experimental é simples e facil de controlar (Nazir et al., 2010).

Os métodos de emulsificacdo de membrana tém algumas limitagdes. A emulsificacdo

direta apresenta baixo fluxo permeado da fase dispersa através da membrana e requer grandes
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areas da membrana (Nazir et al., 2010). No caso da emulsificacdo de pré-mistura, na maioria
dos casos sdo necessarios Varios ciclos, porém, a principal desvantagem e incrustacdo ocorrem
na superficie e nos poros da membrana, reduzindo consideravelmente o fluxo de permeado e
pode se tornar um problema dependendo da formulacdo da emulsdo (Charcosset et al., 2004;
Van der Zwan et al., 2008).

Dois métodos de operacdo sdo usados no processo de emulsificacdo de membrana:
emulsificacdo de membrana de fluxo cruzado e pré-mistura de emulsdo de membrana (Quin et
al., 2016). Na emulsificacdo de membrana, o fluxo de velocidade na fase continua (Figura 4) e
a cinética da adsorcdo ou emulsionante dos surfactantes utilizados tém um efeito significativo
na distribuicdo do tamanho e no tamanho médio das gotas da emulsdo. O tamanho da gota €
determinado principalmente pelo tipo de membrana, tamanho do poro, fluxo de fase continua e
dispersa, pressdo aplicada a membrana, viscosidade relativa das fases, taxa de cisalhamento
aplicada, velocidade do fluxo transversal, pressdo transmembrana e tensdo interfacial
(Hancocks et al., 2013). Além disso, o tipo de surfactante e a concentracdo a ser utilizada séo
importantes para o processo de emulsificacdo da membrana. Na maioria das aplicacGes em
diferentes areas da industria, os surfactantes misturados sdo empregados em formulacbes de
emulséo (Fanun, 2010).

Para otimizar o processo de emulsificacdo da membrana, é necessario utilizar um
modelo adequado, que tenha um minimo de tempo de producdo sem prejuizo para a qualidade.
Durante o processo de formulacdo de gotas, as moléculas adsorvem o surfactante na interface
6leo/agua recém-formada e reduzem a tensao interfacial, facilitando a formacao de goticulas e

evitando a coalescéncia imediatamente ap6s a formacéo (Figura 4) (Schmidts et al., 2010).
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Continuous phase )
Tangential flow [__» Droplets/or particles E:>

Dispersed phase
permeation under applied pressure

Figura 4 - Diagrama esquematico do processo de emulsificacdo da membrana. Adaptado de:
Charcosset (2009).

2.2.7. Consideracdes finais e perspectivas futuras

As biomoléculas produzidas por Phoma sp. sao promissores para o desenvolvimento de
produtos naturais (Tabela 3). O controle bioldgico é uma realidade na area agricola. Nos ultimos
anos, pesquisas tém sido realizadas para selecionar agentes bioldgicos e desenvolver novas
tecnologias para a producdo de metabdlitos biologicamente ativos. Portanto, estes compostos
sdo uma alternativa contra ervas daninhas, mesmo em uma substituicdo gradual aos herbicidas
sintéticos. Eles contribuem para o desenvolvimento de estratégias de controle para a agricultura
sustentavel. Testes de eficacia em escala laboratorial incluem purificacdo, concentragdo e
formulacdo de bioprodutos.

Ainda existem desafios em relacdo aos metabdlitos secundarios produzidos por
microrganismos, principalmente aqueles produzidos por fungos. Um dos desafios é a baixa
produtividade, que é influenciada pelas condicGes de cultivo, tipo de fermentacdo e fatores
inerentes aos processos (por exemplo, aumentos na temperatura e na aeracdo). Portanto, é
necessario realizar mais pesquisas focando ndo apenas a ampliacdo da escala de producéo
desses compostos, mas também no desenvolvimento de novas tecnologias ou mesmo na
adaptacdo das existentes, que possibilitem demonstrar o alto potencial desses compostos. Um
desses casos € a emulsificacdo por membranas, o que possibilita a producdo de emulsGes com
maior estabilidade cinética, maleabilidade, espalhabilidade, penetracdo e biodisponibilidade.
Associado a isso, a emulsificacdo da membrana pode prolongar o periodo de armazenamento

dos bioprodutos.
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Tabela 3 - Bioherbicidas de metabdlitos secundarios produzidos por fungos.

Reality
Produto _ Planta daninha (s)
) Registro Fungo
Comercial controlada
) Morrenia odorata
Devine™ 1981 Phytophthora palmivora Butler ]
(Hook. & Arn.) Lindl
Colletotrichum gloeosporioides, Aeschynomene
Collego™ 1982 ) o
strain 20358 virginica (L.) B.S.P.
) Colletotrichum Gloeosporioides, )
BioMal® 1992 _ Malva pusilla Sm.
strain ATCC 20767
Colletotrichum gloeosporioides, Aeschynomene
LockDown®. 1997 _ o
strain ATCC 20358 virginica (L.) B.S.P.
Warrior® 2002 Puccinia thlaspeos C. Shub. Isatis tinctoria L.
_ Prunus serotine Ehrh;
Chondrostereum purpureum, strain
Mycotech ™ 2002/2005 Populus
HQ1 _
euramericana
~ Prunus serotine Ehrh;
Chondrostereum purpureum, strain
Chontrol® 2004/2005 Populus
PFC 2139 _
euramericana
Alternaria destruens L. Simmons, _
Smoulder® 2005 ) Several weed species
strain 059
_ Sclerotinia minor Jagger, strain Dicotyledonous
Sarritor® 2007/2010
IMI 344141 weeds
) Dicotyledonous
Phoma 2012 Phoma macrostoma, strain 94-44B

weeds

Adaptado de: Cordeau et al. (2016).

O controle bioldgico de ervas daninhas é um dos principais desafios para a agricultura

organica e convencional. Nesse sentido, os fungos endofiticos de Phoma sdo microrganismos

que produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios, 0s quais ainda sdo pouco

investigados. A perspectiva para o futuro proximo € que mais produtos de biocontrole com alto

potencial possam ser lancados e comercializados em todo o mundo. Com base nisso, as

tecnologias podem ser confirmadas para concentrar e formular metabolitos secundarios
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produzidos por fungos endofiticos e processos podem ser otimizados para o desenvolvimento

das produc6es em maior escala.

2.2.8. Conclusotes

Com base no que foi apresentado neste Capitulo, pode-se observar que o controle
biologico é uma realidade no meio agricola. Nos ultimos anos vém sendo desenvolvidas
pesquisas relacionadas a selecdo de agentes biologicos, desenvolvimento de tecnologia para
producdo de metabdlitos biologicamente ativos, testes de eficacia em escala laboratorial, além
de purificagdo, concentracdo e formulacdo de bioprodutos. A utilizacdo de metabdlitos
secundarios provenientes da fermentacdo de fungos enddéfiticos € uma aplicacdo com elevado
potencial para o controle bioldgico de fungos e plantas daninhas. As biomoléculas produzidas
pelo fungo Phoma sp. sdo promissoras para o desenvolvimento de produto natural. Porém, ainda
existem muitos desafios no que se refere a utilizacdo de metabolitos secundarios produzidos
por microrganismos, principalmente aqueles produzidos por fungos, devido a baixa
produtividade que é influenciada pelas condi¢bes do meio de cultivo, tipo de fermentacéo,
assim como fatores inerentes a este, com alteracfes de temperatura e aeracdo durante o
processo. Devido a isto, é necessario desenvolver mais pesquisas, com foco ndo s6 no aumento
de escala para producdo destes compostos, mas como também para desenvolver ou mesmo
adaptar tecnologias ja existentes que permitam maior expressao do potencial destes compostos.
Destacando-se o processo de emulsificacdo por membranas, que permite agregar a esta maior
estabilidade cinética, molhabilidade, espalhabilidade e penetracdo, além de melhorar a
biodisponibilidade e permitir o carregamento de compostos ativos, associado a isto prolongar
0 periodo de armazenamento dos bioprodutos. A obtencdo de um bioproduto com eficéacia
comprovada, permitira a reducdo do uso de agroquimicos, dando énfase ao controle bioldgico.
Aliado a esses beneficios, tera também a reducéo dos custos de producéo e reducdo do impacto

ambiental gerado pelo controle quimico.
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CAPITULO 3 - PRESERVACAO DO FUNGO Phoma dimorpha

Neste Capitulo é apresentado o artigo sobre a preservagdo do fungo Phoma dimorpha,
que teve como objetivo determinar a eficacia e viabilidade de trés métodos de preservacédo de
isolados do fungo Phoma dimorpha (repicagens periddicas, Castellani e fragmentos de papel-

filtro), em dois periodos de avaliacao.

3.1. ARTIGO IlII: AVALIAQAO DE DIFERENTES METODOS DE PRESERVAQAO DO
FUNGO Phoma dimorpha

O presente artigo foi publicado na revista Colloquium Agrariae (v. 15, n. 4, p. 1-10, 2019).
https://doi.org/10.5747/ca.2019.v15.n4.a306

Resumo: Frente a necessidade de preservacao e a manutencao de materiais biolégicos, dentre
eles fungos com potencial para controle bioldgico, para o desenvolvimento biotecnoldgico e
cientifico, que vém ganhando destaque no cenario mundial. Sendo necessario a adequacdo de
métodos de preservacdo que além de garantia a sobrevivéncia destes microrganismos permitam
a conservacdo de suas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e genéticas, no entanto, ndo
existe um método ideal ou universal para a conservacdo de materiais bioldgicos. Diante desta
necessidade o presente trabalho teve como objetivo de avaliar a eficacia e viabilidade de trés
métodos de preservacdo de isolados do fungo Phoma dimorpha (repicagens periodicas,
Castellani e fragmentos de papel-filtro), em dois periodos de avaliagdo, seis e doze meses apos
o0 armazenamento. Estudou-se a eficacia e viabilidade, através do crescimento micelial do fungo
em meio de cultivo contendo batata-dextrose-agar. Houve variabilidade entre os métodos de
preservacdo do isolado do fungo P. dimorpha para o crescimento micelial, eficacia do método
e indice de velocidade do crescimento micelial, nos dois periodos de avaliacdo, apds seis e doze
meses de armazenamento. O método de preservacdo em fragmento de papel filtro mostrou-se
como o mais eficaz na preservacdo do isolado do fungo P. dimorpha nos dois periodos de
avaliacdo, apos seis e doze meses de armazenamento, sendo ideal para obter o maior o

crescimento micelial, eficacia do método e indice de velocidade do crescimento micelial.
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Palavras-chave: crescimento micelial; repicagens periddicas; Castellani; fragmentos de papel-
filtro.

Abstract: Facing the need for preservation and maintenance of biological materials, among
them fungi with potential for biological control, for biotechnological and scientific
development, which are gaining prominence in the world scenario. It is necessary to adapt
preservation methods that besides guaranteeing the survival of these microorganisms allow the
conservation of their morphological, physiological and genetic characteristics, however, there
is no ideal or universal method for the conservation of biological materials. In view of this need,
the present work had the objective of evaluating the efficacy and feasibility of three methods
for the preservation of Phoma dimorpha (periodic transfer, Castellani and filter paper
fragments) isolates in two evaluation periods, six and twelve months after the storage. Efficacy
and viability were studied by mycelial growth of the fungus in a culture medium containing
potato-dextrose-agar. There was variability between the preservation methods of the P.
dimorpha fungus isolate for mycelial growth, method efficacy and mycelial growth rate index,
in the two evaluation periods, after six and twelve months of storage. The filter paper fragment
preservation method was the most effective in preserving the P. dimorpha fungus isolate in the
two evaluation periods, after six and twelve months of storage, being ideal to obtain the highest
mycelial growth, efficacy of the method and mycelial growth rate index.

Keywords: mycelial growth; periodic transfer; Castellani method; fragments of qualitative

filter paper.

3.1.1. Introducéo

Os microrganismos sdo tidos como uma grande fonte de compostos de alto valor
biol6gico que podem ser utilizados em diversas areas, porém pouco investigado. Dentre estes
compostos produzidos pelos microrganismos, destacam-se vitaminas, antibioticos, alcool,
enzimas, biossurfactantes, fitotoxinas, entre outros (CAMEOTRA, 2007). Os fungos s@o 0s
mais investigados, pois diversos espécies possuem a capacidade de produzir uma grande
variedade de metabdlitos secundarios quimicamente novos e com expressiva atividade
biologica (HINZ et al., 2014; VILLAVERDE et al., 2014; WIJERATNE et al., 2013).

Os fungos do género Phoma estdo entre os mais promissores produtores de metabdlitos

secundarios, possuindo grande potencial para o controle biologico, que podem ser explorados
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para a producdo de produtos fitossanitarios naturais para agricultura sustentavel (KIM et al.,
2012; RAI et al., 2009). Diversas pesquisas vém mostrando que algumas espécies deste género
apresentam elevado potencial para producdo de metabolitos secundarios com atividade
herbicida (CIMMINO et al., 2013; EVIDENTE et al., 2015; ARORA et al., 2016; BRUN et
al., 2016; KLAIC et al., 2017; TODERO et al., 2018a,b). Além disso, algumas pesquisas
também mostram que as moléculas bioativas produzidas por estes fungos possuem atividade
antibacterianas e antifungicas (KOYAMA et al., 2005; YANO et al., 2007; SANTIAGO et al.,
2012, HUSSAIN et al., 2014).

Segundo Guimardes (2011), o isolamento e melhoramento de fungos sdo processos
longos e de elevado custo, sendo necessario a selecdo e adequacao de técnicas de preservacao,
visto que esta medida permitird a realizacdo de pesquisas, tanto basicas como aplicadas, a
qualquer tempo. Atualmente no cenario mundial a preservacdo de materiais bioldgicos vem
ganhando destaque, devido a necessidade destes para o desenvolvimento biotecnoldgico e
cientifico. A utilizacdo de métodos de preservacdo tem como proposito permitir a sobrevivéncia
do microrganismo de interesse, garantir a manutencdo das caracteristicas originais da cultura:
morfologicas, fisiologicas (esporulacdo e patogenicidade) e genéticas, excluindo mutacdes e
contaminacdo indesejavel, mesmo ap6s longos periodos (BELOTI et al., 2017).

Para a escolha do método de preservacdo é necessario levar em consideragdo alguns
fatores, como as caracteristicas do material bioldgico em estudo, assim como as vantagens e
desvantagens dos métodos disponiveis, dos custos de manutencdo, e da disponibilidade de
equipamentos para tal procedimento (NAKASONE et al., 2004). Desse modo, a determinacéo
do melhor método de preservar fungos, com a utilizacéo de técnicas simples e eficientes, é de
grande interesse para laboratérios de microbiologia. Além de permite o desenvolvimento de
estudos capazes de superar barreiras cronolégicas e geogréaficas e, por conseguinte, elucidar as
particularidades dos diferentes materiais biologicos (TERAMOTO et al., 2011).

Os métodos de preservacdo de microrganismos mais utilizados sdo temperaturas baixas
ou congelamento, nitrogénio liquido, repicagens periddicas ou repique continuo, Castellani ou
agua destilada, liofilizacdo e 6leo mineral, além destes, outros métodos, como o de silica-gel,
fragmento de papel filtro, grdos de cereais esterilizados, solo e turfa esterilizados, também
podem ser empregados (BUENO, 2006; APARECIDO et al., 2012). Segundo Finatti e
Aparecido (2009), os métodos mais utilizados em institutos de pesquisas, como o Instituto
Bioldgico de Campinas, para preservacao de fitopatdgenos fungicos sdo o0 método de repicagens
periodicas, 6leo mineral, Castellani e liofilizacdo. Estes autores relatam que diversas pesquisas

vém mostrando bons resultados, para longos periodos de preservacao.
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Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia e viabilidade de trés métodos
de preservacdo de isolado do fungo Phoma dimorpha (repicagens periddicas, Castellani e
fragmentos de papel-filtro), em dois periodos de avaliacdo, seis e doze meses ap0s 0

armazenamento.

3.1.2. Material e Métodos

O ensaio foi conduzido no laboratério Biotec Factory do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS.

O fungo submetido aos diferentes métodos de preservacdo foi o Phoma sp. (NRRL
43879), obtido junto ao National Center for Agricultural Utilization Research — EUA (ARS) e
mantido na colecdo do Laboratorio Biotec Factory do Departamento de Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS. Este fungo foi identificado como
Phoma dimorpha Aveskamp, Gruyter & Verkley, pelo método de sequenciamento da regido
ITS no Laboratdrio de Bioquimica Fitopatolégica do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo, SP.

Os ensaios foram conduzidos utilizando um delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), com trés tratamentos e quatro repetices. Os tratamentos foram constituidos
de trés métodos de preservacdo: repique continuo, fragmentos de papel filtro e 4gua destilada
estéril (método de Castellani).

A preservacdo dos isolados de P. dimorpha nos trés métodos foi realizada em setembro
de 2017 e as avaliacGes de viabilidade foram realizadas em mar¢o e outubro de 2018, aos seis
e dose meses apds armazenamento, respectivamente, totalizando doze meses de avaliacdo dos
métodos de preservacao.

O método de repicagens periddicas ou repique continuo foi realizado de acordo com
metodologia descrita por Dhingra e Sinclair (1995). Um disco de micélio do fungo foi repicado,
para placas de Petri (Figura 4) contendo meio BDA, em seguida seladas com parafilme, e
incubadas por 10 dias, a 28 °C na auséncia de luz. Apos o crescimento micelial as placas foram
armazenadas em geladeira a temperatura de 4 a 8°C, e a cada dois meses o fungo era repicado
para outras placas com meio BDA.

Para a preservacdo em fragmentos de papel-filtro, utilizou-se a metodologia proposta
por Alfenas e Mafia (2007). Tiras de papel filtro esterilizados (2,5 x 0,7 cm), foram depositados
sobre meio de cultura BDA em placas de Petri. Posteriormente, discos de micélio do fungo
foram repicados para as placas visando proporcionar o crescimento do fungo sobre os
fragmentos de papel. As placas foram incubadas por 10 dias, a 28 °C na auséncia de luz. Apés

0 crescimento micelial sobre os fragmentos de papel, os mesmos foram transferidos para placas
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de Petri estéreis, e permaneceram em incubadora nas mesmas condicfes pelo periodo de 10
dias para a secagem das tiras de papel contendo o micélio do fungo. Posteriormente, 0s
fragmentos de papel foram transferidos para microtubos de 2 mL do tipo Eppendorf e
armazenados a -15C. Foram armazenadas quatro tiras de papel com o fungo por frasco.

A preservacdo em agua destilada estéril ou método de Castellani foi realizada de acordo
com metodologia descrita por Alfenas e Mafia (2007). Para isso, inicialmente, frascos-ampola
de vidro, com capacidade para 10 mL, foram preenchidos com 4 mL de 4gua destilada e vedados
com rolhas de borracha, em seguida autoclavados a 121 °C por 30 minutos. Posteriormente, em
camara asséptica, foram transferidos quatro discos de micélio (6 mm de didmetro) de meio
BDA provenientes de colonias em crescimento ativo do fungo P. dimorpha em cada frasco.

As avaliacdes de eficacia e viabilidade dos métodos de preservacdo para os isolados de
P. dimorpha foram realizadas, em dois periodos de avaliacdo, aos seis e doze meses apds 0
armazenamento, onde discos de micélio foram retirados e colocados em meio BDA para teste
de eficacia e viabilidade dos métodos de preservacao avaliados.

Para ambos os métodos de preservacdo as avaliaces tiveram como base medicdes
diarias do diametro das colénias, com auxilio de um paquimetro digital (Within 150 mm), em
eixos ortogonais (média das duas medidas diametralmente opostas) para obter-se a média do
crescimento miceliano diério, até que o tratamento testemunha atingisse os bordos da placa
(MAIA et al., 2011). Com base nestes dados calculou-se:

O indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM — mm diat), foi determinado

com base na formula descrita por Maia et al. (2011):

(D-Da)

Onde: D= didmetro médio atual da col6nia (mm); Da= didametro médio da coldnia do dia

anterior (mm); N= namero de horas ou dias ap6s a inoculacéo.

A eficécia de cada método de preservacao (EMP - %), foi calculada a partir da adaptacédo

da equacéo descrita por Abbott (1925), utilizando-se os dados de crescimento micelial:

() EMP = (100 x CM/60)

Onde: CM = Crescimento micelial médio do método de preservagdo; EMP = Eficécia do
método de preservacao.
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Os dados foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade dos erros, do
qual foi contatado o cumprimento dos pressupostos, em seguida, os dados foram submetidos a
analise de variancia e na presenca de significancia, as variaveis qualitativas tiveram suas médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro, com auxilio do
programa estatistico Sisvar versdo 5.1 (FERREIRA, 2014).

3.1.3. Resultados e Discusséo

Os resultados da anélise da variancia e dos valores médios de crescimento micelial,
eficacia do método de preservacdo (EMP) e indice de velocidade do crescimento micelial
(IVCM) do fungo P. dimorpha em funcéo dos diferentes métodos de preservacao, apos seis (6
MA) e doze meses de armazenamento (12MA), indicam que houve diferenca significativa entre
0s métodos de preservacao (Tabela 1). Os baixos valores de coeficiente de variagdo mostram

que os dados observados satisfazem a premissa de normalidade.

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia e valores medios de crescimento micelial (CM -
mm), eficicia do método de preservacdo (EMP - %) e indice de velocidade do crescimento
micelial (IVCM) do fungo P. dimorpha em fungdo do método de preservagdo, em seis (6 MA)
e doze meses de armazenamento (12MA).

Quadrados médios
IRV 2GL CM (mm) EMP (%) IVCM (mm/diat)
6MA 12MA 6MA 12MA  6MA 12MA
Método de Preservagdo 2  70,20* 154,93* 42,83* 430,44* 84,83* 4321*
Erro 9 16,17 18,37 3,80 50,11 0,63 0,89
Desvio Padrdo 1,98 6,55 3,30 10,92 3,93 2,93
Coeficiente de variacdo (%) 12,09 11,99 2,85 11,99 5,02 7,85

MFonte de variagdo, @Grau de liberdade, *significativo a 5% e NSno significativo.

Ao analisar os diferentes métodos de preservacao do fungo P. dimorpha, constatou-se
que todos diferem entre si (p<0,05), nos dois periodos de avaliac¢do, aos seis e doze meses apos
0 armazenamento. O meétodo de preservacdo em fragmentos de papel-filtro foi o que
proporcionou 0s maiores diametros de crescimento micelial, com valores médios superiores a
43 mm, nos dois periodos de avaliacdo, aos seis e doze meses ap0s 0 armazenamento, diferindo

estatisticamente dos demais métodos (Figura 1A, 2).
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Quanto a porcentagem de eficacia dos métodos de preservacdo do fungo P. dimorpha
(Figura 1B), constatou-se diferenca significativa entre os métodos de preservacdo avaliados
neste trabalho. Sendo a maior porcentagem de eficicia observada no método de preservacao
em fragmento de papel-filtro nos dois periodos de avaliagdo, com porcentagem media superior
a 70 e 65, aos seis e doze meses ap0s 0 armazenamento, respectivamente. Com base neste
resultado confirma-se a eficicia do método de preservacdo em fragmento de papel-filtro para o
fungo P. dimorpha.
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Figura 1 - Médias do crescimento micelial e porcentagem de eficacia dos métodos de
preservacdo dos diferentes métodos de preservacdo do fungo P. dimorpha, em dois periodos de
avaliacdo, aos seis e doze meses apOs 0 armazenamento. *Médias seguidas de mesma letra, ndo

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os resultados obtidos neste estudo destacam que o método de fragmento de papel filtro
foi 0 método de preservagdo que permitiu maior crescimento micelial, para os isolados do fungo
P. dimorpha, seguido do repique continuo e Castellani. No entanto, este resultado ndo pode ser
generalizado para outros fungos, visto que, em virtude da grande biodiversidade destes
microrganismos, de acordo Girdo et al. (2004) ndo existe uma técnica padrdo que seja capaz de
preserva-los de forma adequada. Existem diversos métodos para preservacao de fungos, porém
para a escolha do método de manutencdo mais adequado devem-se levar em consideracdo as
vantagens e desvantagens de cada técnica disponivel e principalmente as caracteristicas do
agente em estudo (SOLA et al., 2012).

6 MESESAPOS O ARMAZENAMENTO

=
<
=
-
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=
=1
=z
~

Figura 2 - Recuperacdo de isolados de P. dimorpha preservados pelos métodos de repicagens
periddicas (RP), fragmentos de papel-filtro (PF) e agua destilada (AD), em dois periodos de

avaliagdo, aos seis e doze meses apds 0 armazenamento.

A eficacia do método de preservacdo em fragmento de papel-filtro também foi descrita
por Fong et al. (2000), os quais descrevem que 0 método de preservacdo em fragmento de
papel-filtro se mostrou muito eficaz para a preservacao de F. oxysporum a -19 °C, mantendo-
se viaveis ap0s quatro anos de armazenamento, e todas as culturas foram recuperadas sem a
presenca de &caros. Neste método de preservacdo ocorre a remocdo de agua das células
fangicas, o que diminui ou suspende o metabolismo, aumentando o periodo de armazenamento
na geladeira prolongando a longevidade das culturas (DHINGRA; SINCLAIR, 1995; FONG et
al., 2000).
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A preservagdo em fragmento de papel filtro apresenta baixo custo, ndo necessita de
equipamentos sofisticados, além de estabilidade elevada e a ndo ocorréncia de &caros em funcao
de ser mantido a baixas temperaturas (ANJOS et al., 2012). De acordo com estudo desenvolvido
por Aparecido et al. (2012), isolados de Phoma sp. mostraram-se viaveis apds preservacéo de
dois meses, pelo método de congelamento de estruturas a -80 °C.

Com base na figura 1, os métodos de preservacao repicagens periddicas e Castellani
apresentaram 0s menores valores crescimento micelial, sendo semelhantes quanto ao
crescimento micelial no primeiro periodo de avaliacdo (6MA) e diferiram no segundo aos doze
meses apOs 0 armazenamento, com valores médios de crescimento micelial variando de 28 a
40 mm.

De acordo com Aparecido et al. (2007) comparando viabilidade de culturas fungicas
preservadas pelos métodos de Castellani e liofilizagdo com base nos dados de crescimento
micelial, constataram que o método de Castellani (agua destilada) foi 0 mais vantajoso para
manter, em laboratdrio, diferentes géneros e espécies de fungos. Comparando os métodos de
repicagens periodicas, método de Castellani ou agua destilada e liofilizacdo para manutencéo
de 35 culturas fungicas fitopatogénicas foi possivel verificar que o método o método de
Castellani ou &gua destilada foi 0 mais adequado, por ser 0 mais eficiente na manutencgéo da
viabilidade e esporulacéo, apresentou baixa taxa de mutacgdes e de contaminacéo (PIRES et al.,
2012).

Passador et al. (2010), avaliando a manutenc¢do da viabilidade dos Verticillium dahliae
e Fusarium oxysporum, pelos métodos de Castellani (agua destilada) e repicagens periddicas,
constataram que em ambos os métodos o fungo V. dahliae permaneceu viadvel por seis anos.
Avaliando a eficiéncia de trés métodos de preservacdo de isolados, durante seis meses de
armazenamento Teramoto et al., (2011), constataram que o método de repicagem periddica foi
0 método de preservacdo que permitiu maior crescimento micelial, para todos os isolados,
seguido do Castellani e do 6leo mineral.

A longo prazo as culturas mantidas por meio de repicagens periddicas podem apresentar
contaminagdo por &caros ou outros microrganismos, além de ocorrer a secagem do meio. Uma
outra desvantagem é que a morfologia e fisiologia de um fungo cultivado podem mudar ao
longo do tempo, como a capacidade de esporular ou de infectar um hospedeiro, podem ser
perdidas apds repiques continuos por longos periodos (DHINGRA; SINCLAIR, 1995;
NAKASONE et al., 2004).

De acordo com Green (2008) e Costa et al. (2009), ao longo dos anos varios estudos

vém sendo realizados com o objetivo de desenvolver e aplicar protocolos, no entanto, a grande
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maioria dos métodos ndo se aplica a todos os microrganismos, devido as peculiaridades do
microrganismo de interesse e também as caracteristicas das técnicas (equipamentos e
materiais). Estes autores alertam para a necessidade da conjuncéo de dois ou mais metodos, a
fim de se garantir a melhor recuperacdo dos microrganismos.

O indice de velocidade média de crescimento micelial (IVCM) do fungo P. dimorpha
sofreu influéncia dos métodos de preservacgdo, nos dois periodos de avaliacdo, aos seis e doze
meses ap0s o armazenamento (Figura 3). O maior IVCM foi observado no método de
preservacdo em fragmento de papel-filtro, diferindo estatisticamente dos demais métodos, nos
dois periodos de avaliagdo, com médias de 20,39 e 15,23 mm/dia™, aos seis e doze meses apds
0 armazenamento, respectivamente. O método de preservacdo em fragmento de papel filtro foi
0 que obteve o maior indice, 21,92 mm dia* (Figura 3).

Qianggiang et al. (1998) compararam a viabilidade de setenta e oito isolados apos doze
anos, utilizando os métodos de liofilizacdo e Castellani na preservagdo destes isolados, obtendo
como viaveis 89,7% dos isolados preservados pelo método de Castellani e 87,2% dos isolados
preservados pelo método de liofilizac&o.

De acordo com Guimardes (2011), o repique continuo, também chamado de sub-cultura
ou repicagem periddica, é uma das técnicas de conservacdo mais antigas e amplamente
utilizada, por ser um método simples e baixo custo, que permite a manutencdo da grande
maioria das espécies de fungicas. No entanto, este método é uma boa op¢do para pequenas

colecdes de culturas em constante utilizacdo por periodos curtos (menos de 1 ano).

c W6MA
12 MA

Repicagens periodicas  Fragmentos de papel- Agua destilada
filtro (Castellani)

indice de velocidade de crescimento
micelial (mm dia)
o
S

Métodos de Preservacdo
Figura 3 - Médias do indice de velocidade de crescimento micelial do fungo P. dimorpha nos
diferentes métodos de preservacéo, em seis e doze meses de armazenamento. *Médias seguidas

de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.1.4. Conclusdes

Houve variabilidade entre os métodos de preservacédo do isolado do fungo P. dimorpha
para o crescimento micelial, eficacia do método e indice de velocidade do crescimento micelial,
nos dois periodos de avaliacdo, apds seis e doze meses de armazenamento.

O método de preservacdo em fragmento de papel filtro mostrou-se como o mais eficaz
na preservacgdo do isolado do fungo P. dimorpha nos dois periodos de avaliacédo, apos seis e
doze meses de armazenamento, sendo ideal para obtencdo do maior crescimento micelial,

eficacia do método e indice de velocidade do crescimento micelial.
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CAPITULO 4 - QUEBRA DE DORMENCIA DE PLANTAS DANINHAS

Neste Capitulo estdo apresentados dois artigos que tiveram um objetivo comum:
determinar o método mais eficiente para superar a dorméncia das sementes das plantas daninhas
capim-arroz (Echinochloa spp.), caruru-roxo (Amaranthus cruentus), picdo-preto (Bidens
pilosa) e mata-pasto (Senna obtusifolia), que posteriormente foram submetidas a aplicacéo do
caldo concentrado e formulado do fungo Phoma dimorpha, como uma medida alternativa de
controle. Este capitulo foi dividido em dois artigos em funcao das caracteristicas biométricas
(comprimento, largura e espessura) das sementes das plantas daninhas avaliadas, com o intuito
de padronizar os métodos para superacdo de dorméncia empregados nestas sementes em cada
artigo.

4.1. ARTIGO IV: SUPERACAO DE DORMENCIA DE SEMENTES DE Senna obtusifolia

O presente artigo foi submetido para publicacdo em periddico cientifico da area.

Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da utilizacdo de diferentes
métodos para superacdo de dorméncia em sementes de Senna obtusifolia (L.) H. S. Irwin &
Barneby. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e oito repeticdes de 25 sementes. Os tratamentos para superacdo da dorméncia
foram compostos por: escarificacdo mecanica, embebicdo em &gua e imersdo em agua quente e
testemunha. A avaliacdo foi realizada por meio da determinacéo do teor de 4gua, germinacéo,
velocidade de germinacdo e indice de velocidade de germinacdo. Observou-se diferenca
significativa entre os tratamentos para todos os parametros avaliados, sendo o tratamento
escarificacdo mecanica o mais eficaz para promocdo da germinacdo. Conclui-se que a
escarificacdo mecanica das sementes com lixa de papel n° 120 favoreceu a germinacéo e foi o

tratamento mais eficiente para superar a dorméncia da S. obtusifolia.

Palavras-chave: Fedegoso, Mata-pasto, Germinacao, Escarificacio mecanica, Agua quente.
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Abstract: The objective of this work was to evaluate the efficiency of the use of different
methods to overcome dormancy in Senna obtusifolia (L.) H. Irwin & Barneby seeds. A
completely randomized design with four treatments and eight replications of 25 seeds. The
treatments to overcome dormancy were composed of: mechanical scarification, imbibition in
water and immersion in hot water and control. There was a significant difference between the
treatments for all evaluated parameters, where the mechanical scarification treatment was the
most effective for the promotion of germination. It is concluded that the mechanical
scarification of the seeds with paper sanding No. 120 favored germination and was the most

efficient treatment to overcome the dormancy of S. obtusifolia.

Keywords: Fedegoso, Mata-pasto, Germination, Mechanical scarification, Hot water.

4.1.1. Introducéo

A especie Senna occidentalis (L.) H. S. Irwin & Barneby é conhecida popularmente
como mata-pasto, fedegoso, pau-verde ou mamanga. E uma planta subarbustiva anual da
familia Fabaceae. Esta espécie pode atingir uma altura de 70 cm a 160 cm, apresenta folhas
alternas compostas com foliolos de formato oval a lanceolado (afinando da base para a ponta),
com uma glandula caracteristica perto da base do peciolo, suas flores sdo amarelas e vagens de
coloragdo marrom quando maduras, apresentando cerca de 40 sementes (HENTY;
PRITCHARD, 1975; LORENZI, 2000).

Esta espécie desenvolve-se espontaneamente nos biomas brasileiros da Amazonia,
Caatinga, Pantanal e Mata Atlantica, incluindo a Floresta Ombrofila do estado do Parana. Sendo
comumente encontrada em areas com lavouras anuais, perenes e pastagens, ocupadas também
areas com fruticultura, terrenos baldios e bordas de fragmentos florestais (SOUZA,
BORTOLUZZI, 2012). Quanto a reproducao e crescimento, o S. occidentalis floresce e produz
frutos ao longo do ano ou de acordo com as estacdes, isso dependera das condicfes climaticas
da regido (HENTY; PRITCHARD, 1975).

O mata-pasto (S. occidentalis) possui alto potencial produtivo, produzindo elevada
guantidade de frutos com sementes deiscentes de facil coleta nos diversos ecossistemas de
ocorréncia. No entanto, ao serem liberadas no solo, parte destas sementes ndo germinam,
embora viaveis e em condi¢Ges ambientais adequadas, permitindo que estas permanecam no
solo e que sua germinagdo ocorra ao longo do tempo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012,
TOPANOTTI et al., 2014).
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De acordo com Vivian et al. (2008), a alta producdo de sementes e elevada taxa de
sementes dormentes sdo os principais fatores de sobrevivéncia das plantas daninhas em
ambientes constantemente perturbados, o que contribui para a perpetuacdo de espécies
interferentes nos cultivos agricolas. Realizar o controle das plantas daninhas é uma pratica
extremamente importante no manejo de inimeras plantas cultivadas. Porém, controlar todas as
plantas daninhas presentes em um campo nao € suficiente para eliminar por completo estas
espécies invasoras, visto que a dorméncia das sementes € o principal mecanismo de
sobrevivéncia em ambientes constantemente infestados (SOUZA FILHO, et al.,, 1998;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

As sementes das espécies pertencentes a familia Fabaceae, possuem dorméncia em
funcdo da impermeabilidade do tegumento a agua, chamada de dorméncia tegumentar.
Destacando-se dentro do género Senna algumas espécies que apresentam sementes dormentes,
dentre elas, tem-se as espécies S. siamea (Lam.), S. spectabilis (DC) e Senna occidentalis (L.),
0 que torna temporariamente dificil a germinacéo, prolongando a viabilidade e germinacgao ao
longo do tempo, ocorrendo apenas em periodos com condicdes adequadas para a sobrevivéncia
das plantulas (SOUZA et al., 2008; AVELINO et al., 2012).

Silva e colaboradores (2011) destacam que para a ocorréncia da germinagéo de sementes
de espécies que apresentam dorméncia tegumentar é necessario utilizar métodos que promovam
o rompimento do tegumento. Dentre os métodos de superacéo de dorméncia, 0s mais utilizados
tém sido a escarificacdo mecanica, que consiste no atrito das sementes contra uma superficie
abrasiva, tais como lixas ou a raspagem de uma pequena parte do tegumento, e a escarificacao
quimica, na qual se submerge as sementes em solu¢Ges como de acido sulfarico, por periodos
de tempo variados com a especie (SILVA et al., 2012).

A dorméncia em sementes de espécies de plantas daninhas dificulta a realizacdo de
pesquisas relacionadas a ecofisiologia da germinacao e direcionadas ao manejo e ao controle
destas espécies em areas agricolas. Desse modo, estudos para a adequacdo e definicdo de
métodos eficazes de superacdo da dorméncia vdo promover uniformidade e rapidez na
germinacéo, permitindo a obtencéo de resultados consistentes (ERASMO et al., 2008).

As informacfes sobre o manejo e anélise de sementes de plantas daninhas ainda s&o
inconsistentes, portanto, o conhecimento do comportamento da germinacao destas espécies, sdo
de grande importancia para fornecer dados que permitam determinar caracteristicas fisicas e
fisioldgicas, além de estabelecer técnicas adequadas de manejo e controle (VIVIAN et al., 2008;

TOPANOTTI et al., 2014). Desse modo, devido a auséncia de informacdes sobre 0 manejo e
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anélise de sementes desta espécie, o objetivo deste estudo foi avaliar diferentes métodos de
superacdo da dorméncia de sementes de Senna obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby.

4.1.2. Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratorio de Bioprocessos do Departamento de
Engenharia Quimica, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS.

As sementes de Senna obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby foram coletadas em
novembro de 2017 em uma area de pastagem localizada no municipio de Cuité de
Mamanguape, mesorregido da mata paraibana do estado da Paraiba, a 75 m de altitude, a
latitude 06° 55° 15.4” S e longitude 35° 177 12.8” W. Apds a coleta as sementes foram
transportadas até o Laboratério de Bioprocessos da UFSM, onde as sementes foram
beneficiadas e selecionadas manualmente, descartando-se as que apresentavam injurias ou
estavam deformadas.

Os ensaios foram conduzidos utilizando um delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), com quatro tratamentos e oito repeticdes com 25 sementes, totalizando 200
sementes por tratamento. Constituido por um tratamento testemunha (sementes nao submetidas
anenhum tratamento de superacéo da dorméncia) e trés tratamentos de superacéo de dorméncia,
descritos abaixo:

Escarificacdo mecanica: Para o0 método de escarificacdo mecanica, utilizou-se uma lixa
de papel n® 120, onde 200 sementes foram escarificadas na regido oposta a micropila até o inicio
da exposicdo do endosperma, conforme método citado por Bortolini et al. (2011).

Embebicdo em &gua: Para o método de embebicdo em &gua, 200 sementes foram
depositadas em um béquer, ficando imersas em &gua destilada, mantidas em temperatura
ambiente de 25 °C por um periodo de embebicdo de 48 horas, seguido método descrito por
Adega et al. (2003). Apds o periodo de embebicdo, as mesmassementes foram submetidas as
avaliacdes descritas abaixo.

Imersdo em &gua quente (96 °C): O método de imersdo em &gua quente constituiu-se
pela deposigdo de &gua destilada em um béquer, que foi aquecido até atingir a temperatura de
96 °C. Apés atingir a temperatura de trabalho o béquer foi retirado do aquecimento e, entdo, as
sementes foram imersas no recipiente, onde permaneceram embebidas por 18 horas, de acordo
com metodologia descrita por Topanotti et al. (2014).

Ap0s a aplicagdo dos tratamentos de superacdo da dorméncia as sementes foram tratadas

com solugéo de hipoclorito de sédio a 2% por 3 minutos e em seguida submetidas ao teste de
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germinacao, segundo método citado por Bortolini et al. (2011). Os efeitos dos tratamentos para
superacdo de dorméncia foram estimados mediante as seguintes avaliagdes:

Porcentagem de germinacdo: foi realizado o teste de germinagdo em oito repeticfes com
25 sementes por repeticdo (meétodo de superacdo da dorméncia), estas foram semeadas em
caixas plésticas transparentes, com tampa, tipo gerbox, com dimensfes de 11 x 11 x 4 cm, sobre
duas folhas de papel filtro (Germitest®) umedecidas na propor¢do de 2,5 vezes a massa do
papel seco, com os diferentes tratamentos. As caixas foram mantidas em camara de germinacao
do tipo Biochemical Oxigen Demand (BOD) com fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro, a
uma temperatura de 25 °C, segundo os critérios estabelecidos pelas Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009).

A contagem do namero de sementes germinadas foi realizada diariamente até atingir a
estabilizacdo, usando como critério a protrusdo da radicula minima de 2 mm de comprimento
com caracteristicas de plantas normais (FERREIRA; AQUILA, 2000), os resultados foram
expressos em porcentagem de sementes germinadas (BRASIL, 2009).

Os dados provenientes do teste de germinacao além de permitir a estimar a porcentagem
de sementes germinadas em cada método de superacdo de dorméncia, também foram utilizados
para determinar as seguintes variaveis:

indice de velocidade de germinagéo (IVG): O IVG foi realizado juntamente com o teste
de germinacdo, mediante a contagem das sementes germinadas foi realizada diariamente apos

a instalacdo dos tratamentos, com base na equacgdo desenvolvida por Maguire (1962):

N1 N2
(1) VG = (31)+(32)+
Sendo:
IVG = indice de velocidade de germinacdo de sementes;

N = numero de plantulas computadas no dia da contagem;

D = nUmero de dias apds a semeadura em que foi realizada a contagem.

Velocidade de Germinagéo (VG - dia™): A determinacéo do VG foi realizada com base
nos dados diérios do teste de germinacdo, com base na equacao desenvolvida por Borella et al.
(2011):

@) vG=x(3)/2(<)x100
Sendo:

Gt = nimero de sementes germinadas diariamente do tratamento;
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Gc = numero de sementes germinadas diariamente do controle;

D = ndmero de dias correspondente.

Comprimento de parte aérea e de raiz primaria de plantulas: A medicdo do comprimento
de parte aérea e de raiz primaria das plantulas foi realizada ao final do teste de germinacgéo, com
um paquimetro digital (Within 300 mm). Para o comprimento da parte aérea foi considerada a
distancia entre a insercdo da porcéo basal da raiz primaria ao apice da parte aérea, ja para o
comprimento da raiz primaria considerou-se a distancia entre a parte apical e basal. Os
resultados foram expressos em milimetros (mm) por plantula (NAKAGAWA, 1999).

Massa fresca total de plantulas: A massa fresca de plantulas foi obtida a partir pesagem
de todas as plantulas, obtidas ao final do teste de germinacao de todas as repeti¢bes de cada
tratamento, em balanca analitica (A 42207c — Bel Engineering) com precisdo de 0,0001 g, os
resultados foram expressos em gramas por plantula (SILVA et al., 2016).

Massa seca total de plantulas: A massa seca total de plantulas foi obtida a partir da massa
de todas as plantulas, obtidas ao final do teste de germinacdo de todas as repeti¢fes de cada
tratamento. As plantulas foram acondicionadas em sacos de papel pardo do tipo Kraft
devidamente identificados e submetidas a secagem em estufa de ventilagdo forcada a
temperatura de 70 °C, até massa constante. Os resultados foram expressos em gramas por
plantula (SILVA et al., 2016).

Os resultados foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade dos erros,
em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro (p<0,05), utilizando o programa

estatistico SISVAR versdo 5.1 (FERREIRA, 2014).

4.1.3. Resultados

Observou-se que ocorreu germinacdo em todos os tratamentos de superacdo de
dorméncia, sendo constatada diferenca significativa entre os tratamentos. O melhor resultado
de germinacdo ocorreu para 0 tratamento em que se empregou 0 método de superacdo de
dorméncia de escarificacdo mecénica, apresentando 99 % de sementes germinadas (Tabela 1),

indicando que as sementes de S. obtusifolia apresentam dorméncia tegumentar.
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Tabela 1 - Porcentagem média de germinacéo (PG), eficacia do tratamento (ET), velocidade

média de germinacdo (VG) e indice de velocidade de germinagdo (IVG) de sementes de S.

obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby apds os diferentes métodos de superacdo de dorméncia,

no final de 8 dias de avaliacao.

ET VG
Tratamentos PG (%) ) VG
(%) (sementes.dias™)

Testemunha 4,00+1,85D 0,00 0,06 £ 0,01C 0,81 +0,34C
Escarificacdo mecanica 99,00 + 1,51A 95,96 1,77 £ 0,78A 21,10 £ 3,80A
Embebicdo em agua 8,88 +1,46C 54,93 0,12 £ 0,05B 1,45 + 0,46C

Imersdo em agua quente
52,00+4,41B 92,31 1,01 +0,44B 18,04 +1,72B
a96°C
DMS 3,57 5,75 9,29 6,59
CV (%) 6,37 7,11 5,17 11,71

*Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Este resultado também pode ser observado na Figura 1, onde no tratamento com

escarificacdo mecanica (Figura 1 — T2-A), a germinacdo de S. obtusifolia foi visivelmente

superior aos demais métodos de superacao de dorméncia. Observou-se também que as plantulas

desenvolveram-se saudaveis, sem a presen¢a de necrose, escurecimento, encurvamento ou

engrossamento da raiz, e nem anomalias no epic6tilo, o que permitiu observar também a zona

pilifera e ramificacGes da raiz (Figura 1 — T2-B).
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Figura 1 - Teste de germinacdo de S. obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby submetidas a
aplicacdo de diferentes métodos de superacdo de dorméncia: T1) Tratamento testemunha; T2)
Escarificagdo mecanica; T3) Embebicdo em agua; T4) Imersdo em agua quente a 96 °C; A)

Teste de germinacdo; B) Detalhe da parte aérea e radicula.

Analisando-se os pardmetros comprimento de parte aérea e comprimento de raiz
priméria da plantula, constatou-se efeito dos tratamentos sobre estas caracteristicas (Tabela 2).
O tratamento em que se empregou 0 método de superacdo de dorméncia de escarificacéo
mecanica apresentou maior média para 0 comprimento da parte aérea e da raiz primaria, com
média de 43,95 e 28,09 mm, respectivamente, diferindo estatisticamente dos demais

tratamentos em ambas as caracteristicas.
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Tabela 2 - Comprimento médio de parte aérea (CPA) e de raiz priméria (CRP) de plantulas
provenientes do teste de geminacdo de sementes de S. obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby,

submetidas a diferentes métodos de superacdo de dorméncia, no periodo de 8 dias de avaliagéo.

Tratamentos CPA (mm) CRP (mm)
Testemunha 1,25 £ 8,02C 0,54 £5,97C
Escarificacdo mecéanica 43,95 + 8,66A 28,09 £ 5,27A
Embebicdo em agua 1,80+ 7,19C 1,32 +0,39C
Imersdo em agua quente a 96 °C 20,03+ 8,13B 14,64 £ 5,22B
DMS 4,45 3,18
CV (%) 17,75 18,28

*Médias seguidas de mesma letra mindascula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Analisando-se os parametros massa fresca total e massa seca total de plantulas (MF e
MS), constatou-se efeito dos tratamentos sobre estas caracteristicas (Tabela 3). O tratamento
com escarificagdo mecanica com lixa de papel n® 120 apresentou maior massa fresca e seca de
plantulas, diferindo dos demais tratamentos, com médias de 1,97 e 0,37 g, respectivamente,

diferindo estatisticamente dos demais tratamentos em ambas as caracteristicas.

Tabela 3 - Valores médios de massa fresca total (MF) e massa seca total (MS) de plantulas
provenientes do teste de geminacdo de sementes de S. obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby,

submetidas a diferentes métodos de superacdo de dorméncia.

Tratamentos MF (g) MS (g)
Testemunha 0,15+0,04 C 0,03+0,01C
Escarificacdo mecanica 1,97 + 0,10A 0,37 £ 0,03A
Embebicéo em agua 0,16 £ 0,01C 0,04 £0,01C
Imersdo em agua quente a 96 °C 0,72 +0,05B 0,14 £ 0,02B
DMS 0,08 0,02
CV (%) 8,27 12,93

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4.1.4. Discussao

A escarificacdo mecénica foi a mais eficiente na superagdo da dorméncia, apresentando
porcentagem de germinacao superior a 95 %, indicando que as sementes de S. obtusifolia
apresentam dorméncia tegumentar. Segundo Avelino et al. (2012), o tipo de dorméncia mais
comum entre espécies da familia Fabaceae é a tegumentar. Estes mesmos autores relatam que
este tipo de dorméncia esta relacionado com a impermeabilidade do tegumento a &4gua e ao
oxigénio e com a resisténcia mecanica do tegumento ao crescimento do embrido, inibindo desse
modo a germinacgdo das sementes.

De acordo com Vivian et al. (2008) hd dorméncia presente em sementes de diversas
espécies de plantas, dentre elas as plantas daninhas. A dorméncia tegumentar, € um tipo de
dorméncia imposta pelo tegumento, este é 0 mais comum dos tipos de dorméncia, em que 0s
tecidos que envolvem as sementes exercem um impedimento que ndo pode ser superado.

Resultados semelhantes que evidenciam a eficiéncia do método de escarificacao
mecanica para superacao de dorméncia também foram descritos por Zucareli et al. (2010), que
ao compararem a escarificagdo mecanica e quimica com acido sulfarico para quebra de
dorméncia de sementes de Dioclea violacea, constataram que o método mais eficiente foi o de
escarificacdo mecanica. Porém resultados diferentes foram obtidos por Bandeira et al. (2018),
que ao avaliarem o melhor método para superacdo da dorméncia, sobre a germinacdo de S.
obtusifolia, identificaram que o método de escarificacdo mecanica com lixa foi um dos menos
eficazes na superacdo de dorméncia das sementes, com 31 % de germinacéo.

De acordo com Zucareli et al. (2010) a escarificacdo mecéanica é o0 método mais seguro
e economicamente vidvel. Um outro fator negativo a ser considerado em relacdo a escarificacao
acida de sementes segundo Rocha et al. (2011), esta relacionado a liberacdo de acucares
resultantes da degradacdo da celulose, o que ocasiona maior disponibilidade de substrato para
o desenvolvimento de fungos. Cangussu et al. (2018) ao avaliarem as caracteristicas biométricas
e a eficiéncia de tratamentos utilizando escarificacdo mecénica e imersdao em agua a diferentes
temperaturas para quebrar a dorméncia de sementes de surucucu (Piptadenia viridiflora
(Kunth) Benth), constataram que a escarificagdo mecénica com lixa apresentou maior
porcentagem de germinacéo.

Freire et al. (2016), ao avaliarem a eficiéncia de diferentes métodos de superacdo de
dorméncia em sementes de Albizia pedicellaris, concluiram que para 0 método mais eficiente
para a quebra de dorméncia destas sementes foi a escarificacdo, visto que apresentou 95 % de
germinacdo. No entanto, Pereira et al. (2016) destacaram que pode ser dificil realizar este

tratamento de escarificacdo mecénica para um grande nimero de sementes. Por outro lado,
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estudos desenvolvidos por Leal & Biondi (2007), avaliando a eficiéncia da agua quente na
superacdo da dorméncia de sementes de diferentes espécies, constataram melhora na
germinacao.

Os resultados de velocidade de germinacdo das sementes de S. obtusifolia (L.) H. S.
Irwin & Barneby encontrados neste trabalho, foram semelhantes aos observados por Bortolini
et al. (2011), que ao avaliarem diferentes métodos para a superagdo da dorméncia de sementes
de Gleditschia amorphoides Taub., constataram maior VG para o tratamento com escarificacdo
mecanica, sendo 0,46 e 0,47 sementes/dias™.

O IVG observado neste estudo mostrou que a escarificacdo mecénica influencia
diretamente neste parametro de avaliacdo de germinacao. Resultados semelhantes foram citados
por Seleguini et al. (2012), que ao avaliarem a influéncia da escarificacdo e embebicdo de
sementes na emergéncia e desenvolvimento de mudas de buritizeiro (Mauritia flexuosa L.f.),
observaram que a escarificacdo das sementes proporcionou um aumento na velocidade de
emergéncia, no entanto, contribui para o aumento na taxa de mortalidade das sementes. Por
outro lado, Bandeira et al. (2018), ao avaliarem diferentes métodos de superacdo de dorméncia,
dentre eles a escarificacdo mecanica, de sementes de S. obtusifolia (L.) H.S.Irwin & Barneby.,
constataram que o IVG foi superior no tratamento com uso de acido sulfurico quando
comparado aos demais tratamentos.

O comprimento de parte aérea e raiz das plantulas de Senna obtusifolia (L.) H. S. Irwin
& Barneby foi superior nas sementes submetidas a escarificagdo mecanica com lixa, visto que
estas sementes germinaram mais rapidamente e esses valores concordaram com os valores de
VG e IVG. De acordo com Cangussu et al. (2018), este comportamento esta relacionado a
ineficiéncia do método de germinacdo e também e pela auséncia de processo de quebra de
dorméncia no tratamento controle; portanto, as sementes demoraram mais para germinar, e
quando germinam, o crescimento radicular € menor devido ao menor periodo de crescimento
comparado ao das sementes cuja dorméncia foi superada.

Resultados semelhantes foram observados por Santos et al. (2013). Tais autores
relataram que o maior comprimento de parte aérea e raiz de plantulas de Erythrina velutina
foram nas sementes submetidas a escarificacdo mecénica, e também destacam que a imersao
em agua quente ndo quebrou a dorméncia. Dentre os tratamentos para quebra de dorméncia de
sementes de Piptadenia viridiflora (Kunth) Benth, Cangussu et al. (2018) observaram que 0s
tratamentos com escarificacdo mecénica e imersdo em agua quente resultaram em maiores
valores de comprimento de parte aérea (4,50 e 4,59 cm, respectivamente), de plantulas de P.
viridiflora (Kunth) Benth.
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Resultados semelhantes foram citados por Cangussu et al. (2018), que avaliando a
eficiéncia dos tratamentos com escarificagdo mecanica (lixa) e imersdo em &gua sob diferentes
temperaturas para superar a dorméncia de sementes de Piptadenia viridiflora (Kunth) Benth,
constataram que as maiores massas foram para os tratamentos com escarificacdo mecanica e
imersdo em agua quente a 60, 70 e 80 °C.

4.1.5. Conclusodes

A escarificacdo mecanica com lixa de papel n® 120 favoreceu a germinacao e foi o

tratamento mais eficiente para superar a dorméncia de sementes de Senna obtusifolia (L.) H. S.

Irwin & Barneby.

4.1.6. Referéncias

ADEGAS, F. S.; VOLL, E.; PRETE, C. E. C. Embebicéo e germinacao de sementes de picdo-
preto  (Bidens pilosa). Planta Daninha, v.21, n.l1, p.21-25, 2003. DOI:
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-83582003000100003

ARAUJO NETO, J. C.; CAMARA, C. A.; FERREIRA, V. M.; LESSA, B. F. T.; OLIVEIRA,
Y. M. O. Caracterizacdo morfoldgica, germinacdo e conservacdo de sementes de Caesalpinia
pulcherrima (L.) SW. (Fabaceae: Caesalpinioidea). Semina: Ciéncias Agrarias, v.35, n.4,
p.2287-2300, 2014.

AVELINO, J. I.; LIMA, J. S. S.; RIBEIRO, M. C.C.; CHAVES, A. P.; RODRIGUES, G. S. O.
Métodos de quebra de dorméncia em sementes de juca (Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var.
ferrea). Revista Verde, v.7, n.1, p.102-106, 2012.

BANDEIRA, S. B.; MEDEIRQOS, G. H.; SILVA, A. A.; SARAIVA, |. R.; SOUZA, P. B,
ERASMO, E. A. L. Ecofisiologia da germinacdo de fedegoso Senna obtusifolia (L.) H. S.
IRWIN & BARNEBY. Colloquium Agrariae, v.14, n.1, p.16-25, 2018. DOI:
https://doi.org/10.5747/ca.2018.v14.n1.a186

BORTOLINI, M. F.; KOEHLER, H. S.; ZUFFELLATO-RIBAS, K. C.; MALAVASI, M. M,;
FORTES, A. M. T. Superagdo de dorméncia em sementes de Gleditschia amorphoides Taub.
Ciéncia Rural, v.41, nb5, p.823-827, 2011. http://dx.doi.org/10.1590/S0103-
84782011000500014

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para analise de
sementes. Secretaria de Defesa Agropecuaria. Brasilia, DF: Mapa/ACS, 2009. 395 p.
CANGUSSU, A. C. V.; CAETANO, A. P. O.; SANTOS, J. L.; CASTRO FILHO, M. N.;
CARDOSO, A. D. Biometric analysis and breaking of dormancy of seeds of Piptadenia



104

viridiflora (Kunth) Benth. Floresta, v.48, n.3, p.355-362. DOI:
https://doi.org/10.5380/rf.v48i3.55068

CARVALHO, N. M.; NAKAGAWA, J. Sementes: ciéncia, tecnologia e producdo. 5.ed.
Jaboticabal: FUNEP, 2012. 590 p.

ERASMO, E. A. L.; TERRA, M. A.; DOMINGOS, V. D.; MARTINS, C. C.; COSTA, N. V.
Superacdo da dorméncia em sementes de Murdannia nudiflora (L.) Brenan. Acta Scientiarum
Agronomy, v.30, n.2, p.273-277, 2008. DOl:
http://dx.doi.org/10.4025/actasciagron.v30i2.1785

FERREIRA, A. G.; AQUILA, M. E. A. Alelopatia: Uma area emergente da ecofisiologia.
Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v.12, n.1, p.175-204, 2000.

FERREIRA, D. F. SISVAR: A computer statistical analysis system. Ciéncia & Agrotecnologia,
v.35, n.6, p.1039-1042, 2011. DOI: http://dx.doi.org/10.1590/S1413-70542011000600001
HENTY, E. E.; PRITCHARD, G. H. Weeds of New Guinea and their control. 7. ed. Division
of Botany, Department of Forests, Lae, Papua New Guinea, 1975. 180 p.

JUNIOR BORELLA, J.; MARTINAZZO, E. G.; AUMONDE, T. Z. Atividade alelopatica de
extratos de folhas de Schinus molle L. sobre a germinacéo e o crescimento inicial do rabanete.
Brazilian Journal of Biosciences, v.9, n.3, p.398-404, 2011.

KUMARI, A.; KOHLI, R. K. Studies on dormancy and macromolecular drifts during
germination in Cassia occidentalis L. seeds. Journal of Tree Sciences, v.3, n.1/2, p.111-125,
1984.

LOPES, J. C.; PEREIRA, M. D. Germinacao de sementes de cubiu em diferentes substratos e
temperaturas. Revista Brasileira de Sementes, v.27, n.2, p.146-150, 2005. DOI:
http://dx.doi.org/10.1590/S0101-31222005000200021

LORENZI, H. Plantas daninhas do Brasil: terrestres, aquaticas, parasitas e toxicas. Nova
Odessa, SP: Instituto Plantarum, 2000. 672 p.

MAGUIRE, J. D. Speed of germination-aid in selection and evaluation for seedlig emergence
and vigor. Crop Science, v.2, n.1, p.176-177, 1962.

NAKAGAWA, J. Testes de vigor baseados no desempenho das plantulas. In:
KRZYZANOWSKI, F. C.; VIEIRA R.D.; FRANCA NETO JB (Ed.). Vigor de sementes:
conceitos e testes. Londrina: ABRATES, 1999. p. 2.1-2.24.

ROCHA, R. B.; VIEIRA, A. H.; SPINELLLI, V. M.; VIEIRA, J. R. Caracterizacdo de fatores
que afetam a germinacdo de teca (Tectona grandis): temperatura e escarificacdo. Revista
Arvore, v.35, n.2, p.205- 212, 2011. DOI: http://dx.doi.org/10.1590/S0100-
67622011000200005



105

SANTOS, L. W.; COELHO, M. F. B.; MAIA, S. S. S.: SILVA, R. C. P.; CANDIDO, W. S.;
SILVA, A. C. Armazenamento e métodos para a superacdo da dorméncia de sementes de
mulungu.  Semina:  Ciéncias  Agréarias, Vv.34, n.l, p.171-178, 2013. DOI:
https://doi.org/10.5433/1679-0359.2013v34n1p171

SILVA, A. C. F,; SILVEIRA, L. P.; NUNES, L. G.; SOUTO, J. S. Superacgéo de dorméncia de
Enterolobium contortisiliguum Mor. (Vell.) MORONG. Scientia Plena, v.8, n.4, p.1-6, 2012.
SILVA, P. E. M.; SANTIAGO, E. F.; DALOSO, D. M.; SILVA, E. M.; SILVA, J. O. Quebra
de dorméncia em sementes de Sesbania virgata (Car.) Pers. ldesia, v.29, n.2, p.39-45, 2011.
SILVA, T. A.; DELIAS, D.; PEDO, T.; ABREU, E. S.; VILLELA, F. A.; AUMONDE, T. Z.
Fitotoxicidade do extrato de Conyza bonariensis (L.) Cronquist no desempenho fisiolégico de
sementes e plantulas de alface. Iheringia, v.71, n.3, p.213-221, 2016.

SOUZA FILHO, A. P. S.;; DUTRA, S.; SILVA, M. A. M. M. Métodos de superacdo da
dorméncia de sementes de plantas daninhas de pastagens cultivadas da Amazoénia. Planta
daninha, v.16, n.1, p.3-11, 1998. DOI: http://dx.doi.org/10.1590/S0100-83581998000100001
SOUZA, V. C.; BORTOLUZZI, R. L. C. 2012. Senna in Lista de Espécies da Flora do Brasil.
Jardim Botéanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/listaBrasil/FichaPublicaTaxonUC/FichaPublicaTaxonUC.
do?id=FB23161>. Acesso em: 28 maio 2014.

TOPANOTTI, L. R.; PEREIRA, P. H.; BECHARA, F. C. Germinacdo de sementes de Senna
obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby (fabaceae) visando a restauracdo de areas degradadas.
Ciéncias Biologicas e da Sadde, v.20, n.2, p.125-129, 2014. DOI:
https://doi.org/10.5212/Publ.Biologicas.v.20i2.0004

VIVIAN, R.; SILVA, A. A,; GIMENES, JR. M.; FAGON, E. B.; RUIZ, S. T.; LABONIA, V.

Dorméncia em sementes de plantas daninhas como mecanismo de sobrevivéncia — breve
revisdo. Planta Daninha, v.26, n.3, p.695-706, 2008. DOI: https://doi.org/10.1590/S0100-
83582008000300026

ZUCARELLI, V.; AMARO, A. C. E.; SILVERIO, E. V.; FERREIRA, G. Métodos de superagio
da dorméncia e temperatura na germinacdo de sementes de Dioclea violacea. Semina: Ciéncias
Agrérias, v.31, n.1, p.1305-1312, 2010.



https://doi.org/10.1590/S0100-%2083582008000300026
https://doi.org/10.1590/S0100-%2083582008000300026

106

4.2. ARTIGO V: SUPERACAO DE DORMENCIA DE SEMENTES DE DIFERENTES
PLANTAS DANINHAS

O presente artigo foi submetido foi submetido para publicacdo em periddico cientifico da area.

Resumo: Determinar o mais adequado método de superacdo de dorméncia para cada espécie
permite identificar o tipo de dorméncia, assim como a escolha de estratégias de manejo mais
eficazes para no controle das espécies de plantas daninhas. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a correlacdo entre diferentes periodos de embebicdo em agua a temperatura ambiente,
com niveis de absorcdo de 4gua e germinacdo de sementes das plantas daninhas capim-arroz
(Echinochloa spp.), caruru roxo (Amaranthus cruentus) e picdo-preto (Bidens pilosa). O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco
tratamentos, e quatro repeticOes, cada repeticdo com 50 sementes. Os tratamentos para
superacdo da dorméncia foram compostos por: embebicdo em agua a temperatura ambiente por
12, 24, 36 e 48 horas. As caracteristicas determinadas foram: o teor de agua, porcentagem de
germinacao, e avaliacdes de plantulas (comprimento de radicula e da parte aérea, e massa fresca
e seca). As maiores porcetagens de germinacdo foram obtidas nos maiores periodos de
embebicdo das sementes. Observou-se diferenca significativa entre os tratamentos para todas
as caracteristicas estimadas, onde o tratamento T5 (embebicao por 48 horas) foi o mais eficaz
para promocdo da germinacdo para todas as espécies avaliadas. A absorcdo de agua teve
aumento significativo com maiores periodos de embebicdo. O tratamento com embebicdo em
agua a temperatura ambiente por 48 horas foi 0 mais eficiente para superar a dorméncia das

sementes de A. cruentus, Echinochloa sp. e B. pilosa.

Palavras-chave: Amaranthus cruentus, Echinochloa sp., Bidens pilosa, Germinacao,

Embebicdo em agua, Imersdo em &gua quente.

Abstract: Determining the most suitable dormancy overcoming method for each species allows
identifying the type of dormancy, as well as choosing the most effective management strategies
for controlling weed species. The objective of this work was to evaluate the correlation between
different periods of soaking in water at room temperature, with water absorption and seed

germination levels of rice grass (Echinochloa sp.), Purple caruru (Amaranthus cruentus) and
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pungent weeds. black (Bidens pilosa). The experimental design was completely randomized
(DIC), with five treatments and four replications of 50 seeds. The treatments for overcoming
the dormancy were: soaking in water at room temperature for 12, 24, 36 and 48 hours. The
characteristics determined were: water content, germination percentage, and seedling
evaluations (root and shoot length, and fresh and dry mass). The highest germination rates were
obtained in the longest periods of seed imbibition. Significant differences between treatments
were observed for all estimated traits, where T5 treatment (soaking for 48 hours) was the most
effective to promote germination for all evaluated species. Water absorption increased
significantly with longer soaking periods. The treatment with soaking in water at room
temperature for 48 hours was the most efficient to overcome the dormancy of A. cruentus,
Echinochloa sp. and B. pilosa.

Keywords: Amaranthus cruentus, Echinochloa sp., Bidens pilosa, Germination, Soaking in

water, Immersion in hot water.

4.2.1. Introducéo

O controle das plantas daninhas assume um papel extremamente importante no manejo
de inimeras culturas, apresentando reflexos diretos no rendimento e nos custos de producao. A
alta producédo de sementes e a dorméncia séo 0s principais mecanismos de sobrevivéncia das
plantas daninhas em ambientes constantemente infestados, como &reas de pastagens e areas
cultivadas com graos no Brasil (CARMONA, 1995; SOUZA FILHO et al., 1998).

De acordo com Monquero e Christffoleti (2005) varias espécies de plantas daninhas
apresentam sementes ortodoxas, que podem ser quiescentes se alguns dos fatores ambientais
limitarem a germinagdo ou mesmo estar em estado de dorméncia. As sementes das plantas
daninhas podem apresentarar diferentes mecanismos de dorméncia e elevada longevidade
(SOUZA FILHO et al., 1998).

A dorméncia ¢ uma “falha” temporaria na capacidade das sementes para germinar
mesmo dispondo de todas as condi¢cBes ambientais favoraveis. Caracteriza um mecanismo
evolutivo de sobrevivéncia que amplia a possibilidade de estabelecimento e colonizacdo de
algumas espécies vegetais, distribuindo a germinacéo no espaco e no tempo. Tais caracteristas
quando relacionadas a espécies de plantas daninhas dificulta o seu controle (PENFIELD, 2017,
PORCEDDU et al., 2016).

A dorméncia é um fendmeno intrinseco das sementes, que funciona como mecanismo
natural de resisténcia a fatores adversos do meio, que € atribuida a diferentes fatores, dentre o0s

quais estdo a dorméncia imposta pelo tegumento, que é o fenémeno de dorméncia encontrado
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com maior frequéncia. Este tipo de dorméncia propicia as sementes impermeabilidade & 4gua e
a gases, a imaturidade do embrido, o desequilibrio entre substancias promotoras e inibidoras da
germinacéo e exigéncias especiais de luz ou temperatura (ALBUQUERQUE et al., 2007).

A utilizacdo do método de escarificacdo térmica, por meio de agua aquecida, pode
influenciar a velocidade de absor¢do de &gua e reagdes bioguimicas, consequentemente,
interferindo na velocidade e uniformidade da germinacdo (SOUZA et al., 2007). No entanto, a
eficacia desse método depende da intensidade da dorméncia, que é variavel entre espécies e
procedéncias (AZEREDO et al., 2010). A temperatura € um dos principais fatores que afetam
a porcentagem final de germinacdo, reativando reagdes metabdlicas essenciais aos processos de
mobilizagdo de reservas e retomada do crescimento radicular (OLIVEIRA et al., 2012).

A &gua € essencial para a germinacdo das sementes, pois 0 processo germinativo se
inicia com a hidratacdo da semente. A porcentagem de germinacdo das sementes esta
diretamente relacionada com a tenséo de dgua no solo e com o periodo de absorcdo de agua,
entre outros fatores (THEISEN; VIDA, 1999; ADEGA et al., 2003).

Para cada espécie ha um tratamento ideal para superacdo da dorméncia, pois o nivel de
dorméncia e a eficiéncia do tratamento para superacdo empregado, dependem diretamente da
espessura da camada impermedvel das sementes, dos constituintes desta camada, da presenga
de substancias inibidoras, entre outros (PEREIRA et al., 2015; CIPRIANI et al., 2019). Neste
sentido, é importante salientar que a eficiéncia do método de superacdo de dorméncia permitira
a maxima expressao da germinacdo que ocorre dentro de determinados limites de temperatura
e umidade. Nos ultimos anos a agricultura de precisao é uma realidade, visto que € evidente a
busca pela reducdo dos custos de producdo por grande parte dos produtores. Além disso a
preocupacdo com as questdes ambientais, vem desencadeando a pesquisa e desenvolvimento
de novos métodos de manejo (VOLL et al., 2001).

No Brasil os principais testes que avaliam o vigor das sementes (desempenho das
plantulas), e por consequéncia a eficiéncia de métodos de superacdo de dorméncia empregados,
sdo aqueles realizados junto ao teste de germinacdo, que permite avaliar caracteristicas da
germinacdo ou das plantulas. Estes testes na maioria das vezes sdo realizados em laboratorio
(simulando condic¢bes controladas ou de campo), que podem ser a primeira contagem de
germinacéo, o indice de velocidade de germinagéo, o comprimento da plantula e massa seca de
plantulas (VANZOLINI et al., 2007; GUEDES et al., 2015).

Portanto, conhecer o comportamento da germinagdo de espécies de plantas daninhas é
importante para o controle destas, pois permitird estabelecer controle j& antes da germinacao,

por meios preventivos, mecanicos, quimicos ou biologicos (VIVIAN et al., 2008). Neste
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contexto, o presente trabalho, objetivou-se avaliar a correlagdo entre diferentes periodos de
embebicdo em &gua a temperatura ambiente, com niveis de absorcéo de dgua e germinacdo de
sementes das plantas daninhas capim-arroz (Echinochloa spp.), caruru roxo (Amaranthus

cruentus) e picdo-preto (Bidens pilosa).

4.2.2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no laboratorio de Biotec Factory do Departamento de
Engenharia Quimica, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), no municipio de Santa
Maria, regido central, coordenadas geograficas 53°48°3”0 de longitude e 29°41°29” de latitude,
e altitude de 139 m, Brasil.

As sementes das diferentes espécies de plantas daninhas (Tabela 1) foram adquiridas
junto a Empresa Cosmos Agricola Producéo e Servigos Rurais Ltda (AGROCOSMOS). Estas
foram mantidas em sacos de papel pardo no Laboratdrio, onde antes de iniciar os ensaios foram

selecionadas manualmente, descartando-se as que apresentavam injdrias ou deformadas.

Tabela 1 - Espécies de plantas daninhas submetidas aos tratamentos de superacdo da
dorméncia.

Nome comum Nome cientifico
Capim-arroz Echinochloa spp.
Caruru roxo Amaranthus cruentus
Picdo Preto Bidens pilosa

Inicialmente as sementes das espécies de plantas daninhas avaliadas foram tratadas com
solugdo de hipoclorito de sodio a 2% por 3 minutos e em seguida submetidas ao teste de
germinacdo, segundo metodologia citada por Bortolini et al. (2011). Foi usado o delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), com 9 tratamentos em quatro repeticdes, cada
uma composta por 50 sementes, totalizando 200 sementes por tratamento para cada espécie de
planta daninha avaliada.

Os tratamentos utilizados para superagdo da dorméncia das sementes de cada espécie de
plantas daninha foram: tratamento 1 (T1) - testemunha (sem embebicédo); tratamento 2 (T2) -
embebicdo em &gua a temperatura ambiente por 12 horas; tratamento 3 (T3) - embebicdo em
agua a temperatura ambiente por 24 horas; tratamento 4 (T4) - embebicdo em &gua a
temperatura ambiente por 36 horas e tratamento 5 (T5) - embebigdo em agua a temperatura

ambiente por 48 horas, como descritos abaixo:
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Foram utilizadas 200 sementes de cada espécie de planta daninha em cada tratamento
para superacdo da dorméncia. No método de embebicdo em &gua, as sementes foram
depositadas em béquers, onde permaneceram imersas em agua destilada, em temperatura
ambiente (25 °C) por um periodo de embebicdo de 12, 24, 36 e 48 horas, seguindo método
descrito por Adega et al. (2003).

Apos a realizacdo dos tratamentos de superacdo da dorméncia, foi determinada a taxa
de absorc¢do de agua. Esta foi calculada pela relacéo entre o peso inicial das sementes e a massa
das sementes obtido apds serem submetidas aos tratamentos de superacdo da dorméncia
(ADEGA et al., 2003).

O teste de germinac&o foi conduzido em caixas plasticas caixas do tipo gerbox (11 x 11
x 4 cm), onde as sementes foram depositadas sobre duas folhas de papel Germitest esterilizadas,
umedecidas na proporc¢éo de 2,5 vezes a massa do papel seco. Todas as caixas permaneceram
em camara de germinacdo do tipo Biochemical Oxigen Demand (BOD), com fotoperiodo de
12-12 horas (luz/escuro), sob temperatura de 25 °C, de acordo com a Regra de analise de
sementes (BRASIL, 2009).

Para determinar a porcentagem de germinacdo (PG - %), foram realizadas contagens
diariamente, até a estabilizacdo do nimero de sementes germinadas. Foram consideradas
germinadas as sementes que apresentaram comprimento de radicula superior a 2 milimetros,
com caracteristicas de plantulas normais (AZANIA et al., 2003).

As plantulas germinadas e consideradas normais em cada tratamento de superagédo da
dorméncia ao final do teste de germinacdo, foram avaliadas quanto a massa fresca (g), o
comprimento de parte aérea e de raiz primaria (mm). O primeiro atributo foi tomado com uma
balanca analitica (A 42207c — Bel Engineering), os dois Ultimos, com um paquimetro digital
(Within 300 mm). Considerou-se para o0 comprimento da parte aérea a distancia entre o apice
da parte aérea e a insercdo da por¢do basal da raiz primaria, para o da raiz primaria considerou-
se a distancia entre a parte apical e basal (NAKAGAWA, 1999; SILVA et al., 2016).

A massa seca de plantulas (g), foi realizada acondicionando todas as plantulas, obtidas
ao final do teste de germinacédo de todas as repeti¢cOes de cada tratamento, em sacos de papel
pardo do tipo Kraft devidamente identificados e submetidas a secagem em estufa com
circulacdo de ar forcada, regulada a 70+3 °C por 24 horas, até massa constante (BRASIL, 2009),
resultados expressos em porcentagem.

Os resultados obtidos com os ensaios foram submetidos aos testes de normalidade e
homogeneidade dos erros. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro (p<0,05).



111

Quando constatado diferenca significativa, os dados foram submetidos a analise de regressao,
utilizando o programa estatistico SISVAR versdo 5.6 (FERREIRA, 2014).

4.2.3. Resultados

Como é apresentado na Tabela 2, os coeficientes de variagdo foram de 4,32 a 17,13, ndo
ocorrendo nenhuma interferéncia externa significativa que comprometeu o prosseguimento do
experimento. O efeito estatistico significativo pelo teste F (p<0,05) em nivel de tratamento foi

observado para todas as variaveis avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo da anélise de variancia dos atributos avaliados em sementes de Echinochloa
spp., Amaranthus cruentus e Bidens pilosa.

Quadrados médios

IRV 2GL
AA PG CPA CR MF MS
Echinochloa spp.
Tratamentos 4 623568* 592,70* 351,11* 1542* 3,39 0,83\P
Erro 15 171155 30,80 21,29 7,87 0,25 0,23
DMS 23,33 12,12 5,86 3,57 1,08 1,05

Coeficiente de variacdo (%) 17,13 16,62 10,38 9,97 12,73 13,86

Amaranthus cruentus

Tratamentos 4 1199,86* 3371,30* 8,76* 7,48* 3,15  1,22*

Erro 15 431 7,26 0,73 0,53 0,14 0,15

DMS 4,53 5,89 1,08 0,92 0,69 0,85

Coeficiente de variacdo (%) 7,08 6,69 4,32 5,80 7,57 11,55
Bidens pilosa

Tratamentos 4 7046,16* 2021,80* 141,86* 297,75* 291* 161*

Erro 15 8,94 15,73 7,80 12,91 0,02 0,06

DMS 6,53 8,66 3,55 4,57 0,31 0,55

Coeficiente de variacdo (%) 4,60 7,24 7,25 13,37 6,82 16,53

WFonte de variacdo, PGrau de liberdade, “YAbsorcdo de agua, ®“Porcentagem de
germinacdo, “®comprimento de parte aérea, “®comprimento de raiz priméaria de plantulas,
MPmassa fresca, MSmassa seca de plantulas, *significativo a 5% e Mn3o significativo.

Em quase todas as variaveis estudadas, a absor¢do de agua (AA), porcentagem de
germinacdo (%), comprimento medio de parte aérea e de raiz primaria de plantulas (CPA e CR),
massa fresca e seca total de plantulas (MF e MS), observaram-se efeito estatistico significativo
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pelo teste F (p<0,05) entre as sementes submetidas aos diferentes periodos de embebicéo e a
testemunha para todas as espécies avaliadas (Tabela 2).

As plantas daninhas estudadas apresentaram variacdes no grau de dorméncia das
sementes. Assim, considerando o tratamento testemunha, na qual as sementes das espécies
Bidens pilosa, Echinochloa spp. e Amaranthus cruentus chegaram a apresentar 4,0, 14,0 e

34,0% de germinacéo, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Absorcdo de 4gua e porcentagem de germinacéo das sementes de Echinochloa spp.,

Amaranthus cruentus e Bidens pilosa, apos embebicdo em agua por diferentes periodos para a

superacdo de dorméncia.
Tratamentos

Absorcao de agua (%)  Porcentagem de germinacéo (%)

Echinochloa spp.

T1 (Testemunha) 0,00 + 0,00c 14,00 + 1,63d
T2 (Embebicéo por 12 horas) 60,19 +5,10b 30,00 + 1,63c
T3 (Embebicéo por 24 horas) 60,72 £ 6,71b 36,50 + 3,90c
T4 (Embebicéo por 36 horas) 86,65 * 5,88a 54,00 £ 3,67bc
T5 (Embebicgéo por 48 horas) 104,19 + 3,22a 62,50 £ 3,47a

Amaranthus cruentus

T1 (Testemunha) 0,00 £ 0,00d 4,00 £1,63d
T2 (Embebigéo por 12 horas) 31,88 +1,90c 31,00 + 2,58¢c
T3 (Embebicgéo por 24 horas) 37,51 + 3,35¢C 34,50 + 2,52¢
T4 (Embebicéo por 36 horas) 31,72 + 2,56b 48,50 + 1,91b
T5 (Embebicéo por 48 horas) 45,47 + 0,39a 83,50 +4,12a

Bidens pilosa

T1 (Testemunha) 0,00 £ 0,00e 34,00 £ 1,36d
T2 (Embebicéo por 12 horas) 57,22 + 6,6d 37,50 £ 3,00d
T3 (Embebicgéo por 24 horas) 68,53 = 5,10c 46,50 + 5,51c
T4 (Embebicgéo por 36 horas) 86,50 + 4,00b 69,50 = 5,00b
T5 (Embebicéo por 48 horas) 112,81 +2,10a 86,50 + 3,40a

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Observou-se que ocorreu germinacdo em todos os tratamentos para superacdo de

dorméncia, sendo constatada diferenca significativa. O melhor resultado de germinagé&o foi para
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0 tratamento T5 em que se empregou o0 maior periodo de embebicao (48 horas), apresentando
valores superiores a 60% de sementes germinadas para todas as espécies avaliadas (Tabela 3).

A correlacdo entre a quantidade de agua absorvida e a germinacdo de sementes das
espeécies estudadas, em funcéo do periodo de embebicéo, esta apresentada na Figura 1. O teor
de &gua absorvido pelas sementes das espécies estudadas aumentou significativamente com o
periodo de embebicdo, sendo representado por uma equacao de regressao linear, com alto ajuste
aos dados. O teor de agua das sementes Echinochloa sp. A. cruentus e B. pilosa, apés seis horas
de embebicdo foram de 60,19, 31,88 e 57,22%, respectivamente, atingindo teores maximos de

104,19, 45,47 e 112,81%, respectivamente, apos 48 horas de embebicdo (Figura 1).

Echinochloa spp. Amaranthus cruentus
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Figura 1 - Efeito de diferentes periodos de embebicdo na absorcdo de agua e germinacédo de
sementes de Echinochloa spp., Amaranthus cruentus e Bidens pilosa.

Para a espécie Echinochloa sp. observaram-se diferencas significativas entre os
diferentes periodos de embebicdo (tratamentos) para as caracteristicas de comprimento médio
de parte aérea (CPA) e massa fresca total (MF), excecdo do comprimento de raiz priméria (CR)
e da massa seca total (MS) de plantulas (Tabela 4). O maior desenvolvimento da parte aérea e
maior massa fresca de plantulas (CPA e MF) foi observada nas sementes submetidas a
embebicdo por 48 horas (T5) a temperatura ambiente.

Foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) para as caracteristicas

comprimento médio de parte aérea e de raiz primaria (CPA e CR) e massa fresca e seca total de
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plantulas (MF e MS) (Tabela 4), entre os diferentes periodos de embebi¢éo (tratamentos) para
as sementes de Amaranthus cruentus e Bidens pilosa. O maior desenvolvimento da parte aérea
e das raizes (CPA, CR, MF e MS) foi observado nas sementes submetidas a embebicao por 48

horas (T5) a temperatura ambiente.

Tabela 4 - Comprimento médio de parte aérea (CPA) e de raiz primaria (CR), massa fresca
total (MF) e massa seca total (MS) de plantulas provenientes do teste de geminacéo de sementes
de Echinochloa sp., Amaranthus cruentus e Bidens pilosa, embebicdo em agua por diferentes
periodos para a superacdo de dorméncia, no periodo de 8 dias de avaliac&o.

Tratamentos CPA (mm) CR (mm) MF (g) MS (g)
Echinochloa sp.
T1 (0 horas) 35,54 +0,62c 27,82 +0,53a 0,223 +1,11b 0,045 £ 1,07a
T2 (12 horas) 42,70 + 5,63b 27,27 £2,13a 0,239 £ 0,61b 0,053 £0,21a
T3 (24 horas) 45,00 + 2,05b 28,65 * 3,25a 0,286 + 0,95b 0,068 * 0,56a
T4 (36 horas) 47,74 £ 4,41ab 26,93 £ 2,07a 0,816 +0,82b 0,578 £ 0,74a
T5 (48 horas) 51,29+ 7,12a 30,04 + 4,44a 2,378 £0,77a 1,070 £ 0,59a
Amaranthus cruentus
T1 (0 horas) 18,94 £ 1,49b 11,48 £ 0,18d 0,083 + 0,09b 0,013+0,12b
T2 (12 horas) 19,09 + 0,32b 11,88 +1,26cd 0,157 +0,06ab 0,042 + 0,32ab
T3 (24 horas) 19,45 £ 0,23b 12,53+0,71bc 0,158 +0,04ab 0,046 + 0,21ab
T4 (36 horas) 19,98 £ 0,83b 13,08 £0,24ab 0,180 = 0,02a 0,048 +0,22ab
T5 (48 horas) 21,26 £0,73a 13,61+ 0,67a 0,209 £ 0,05a 0,075 +0,33a
Bidens pilosa

T1 (0 horas) 33,22 +0,57¢ 21,26 + 2,84b 1,300 + 0,06d 0,092 £0,21b
T2 (12 horas) 36,27 £ 2,38hbc 23,49 £ 3,54b 1,434 £ 0,11d 0,101 +£0,18b
T3 (24 horas) 39,25 + 3,35ab 24,64 + 3,77b 1,779 £ 0,21c 0,126 + 0,20b
T4 (36 horas) 41,72 £ 2,99a 30,47 £1,53a 2,658 £ 0,20b 0,188 + 0,35b
T5 (48 horas) 42,11 + 3,38a 34,50 £ 2,35a 3,289 +0,11a 1,540 £ 0,56a

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.2.4. Discussao

Os coeficientes de variacdo experimental foram baixos e evidenciaram a precisao do
experimento. De acordo com Pimentel (2009), os CV obtidos comumente nos ensaios agricolas,
podem ser considerados baixos quando inferiores a 10%; médios quando de 10 a 20%; altos,

quando de 20 a 30%; muito altos, quando superiores a 30%.
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O grau de impermeabilidade do tegumento das sementes apresenta variagcdo entre as
espécies estudadas devido as caracteristicas morfoanatémicas do tegumento o que reflete nas
diferencas da taxa de germinacdo em funcdo dos tratamentos de superacdo de dormencia
aplicados. De acordo com Ferreira et al. (2006), existe evidéncias que o tegumento das sementes
pode dificultar a embebicdo de &gua, restringir a difusdo de oxigénio, ou mesmo impor
resisténcia mecanica ao crescimento do embrido e por consequencia inibindo a germinagéo.

De acordo com Silva et al. (2014) o sucesso do tratamento de quebra de dorméncia
depende do grau de dorméncia, que varia de acordo com cada espécie. Segundo Vieira &
Krzyzanowski (1999), no processo de embebicdo as sementes adquirem a capacidade de
regeneracdo de suas membranas reparando os danos quimicos, fisicos e bioldgicos que possam
té-la afetado durante alguma fase da producéo, visto que quanto mais rapida e bem sucedida for
aregeneracdo das membranas, menor serd a perda de lixiviados da semente para 0 meio externo,
mantendo assim um maior vigor.

A embebicdo das sementes em agua proporcionou uma germinacdo diferenciada para as
sementes das especies avaliadas. Avaliando diferentes métodos para a superacdo da dorméncia
de sementes de sucard, Bortolini et al. (2011), constataram que a permanéncia das sementes em
embebicdo por 24h acelerou o inicio da germinacao, visto que a absorcéo de dgua € considerada
0 passo inicial do processo germinativo.

De acordo com Adega et al. (2003), o teor de &gua absorvido pelas sementes esta
diretamente relacionada com o periodo de embebicao. Estes autores avaliando as correlacdes
entre periodos de embebicdo, niveis de absorcdo de agua e germinacdo de sementes de B. pilosa,
constaram que os maiores indices de velocidade de germinacdo foram obtidos pelos maiores
periodos de embebicdo das sementes, que atingiu 0 maximo de 105,3% com 48h.

De acordo com Vanzolini et al. (2007) o comprimento e a massa seca sao as grandezas
fisicas que podem ser utilizadas para mensurada o crescimento de plantulas. Guedes et al.
(2015), destacam que plantulas normais que expressam 0s maiores valores de comprimento
médio sdo as mais vigorosas, e segundo Dan et al. (1987), este fato decorre da maior
translocacdo das reservas dos tecidos de armazenamento para o0 crescimento do eixo

embrionario.

4.2.5. Conclusodes
A absorcdo de agua teve aumento significativo com maiores periodos de embebicdo. A

embebicdo das sementes em agua a temperatura ambiente por 48 horas favoreceu a germinagéo,
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sendo o tratamento mais eficiente para superar a dorméncia de sementes de A. cruentus,

Echinochloa spp., B. pilosa.
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CAPITULO 5 — APLICACAO DO CALDO FERMENTADO BRUTO DO FUNGO
Phoma dimorpha SOBRE PLANTAS DANINHAS

Neste Capitulo estdo apresentados dois artigos relacionados aos bioensaios iniciais com
aplicacdes do caldo bruto (ndo concentrado) do fungo Phoma dimorpha, como testes em pré-
emergéncia, pds-emergéncia e em folha destacada das espécies pepino (Cucumis sativus), trigo
(Triticum aestivum), capim-arroz (Echinochloa spp.), caruru-roxo (Amaranthus cruentus),
picdo-preto (Bidens pilosa) e mata-pasto (Senna obtusifolia). Este capitulo foi dividido em dois
artigos em funcdo das caracteristicas avaliadas nas sementes e plantas das diferentes espécies
estudadas, com o intuito de padronizar os artigos em funcdo das andlises e instrucdes para

publicacdo dos periddicos selecionados.

5.1. ARTIGO VI: ACAO FITOTOXICA DO CALDO FERMENTADO DO FUNGO Phoma
dimorpha SOBRE ATRIBUTOS FISIOLOGICOS DE SEMENTES E PLANTAS DE Senna
obtusifolia

O presente artigo foi publicado na revista Pesquisa Agropecuaria Tropical. (v. 50, p. €56894,
2020). https://doi.org/10.1590/1983-40632019v5056894

Resumo: A planta daninha Senna obtusifolia causa severos danos em areas de pastagens no
Brasil, devido a sua elevada producéo e disseminacgdo de sementes. O objetivo deste estudo foi
avaliar a acdo bioherbicida do caldo fermentado do fungo Phoma dimorpha na pré-emergéncia
e pés-emergéncia desta planta daninha em pastagens. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, com dois tratamentos, um com e outro sem aplicacdo do caldo
fermentado do fungo P. dimorpha. Os efeitos bioherbicidas foram mensurados em bioensaios
de pré-emergéncia (porcentagem de germinacéo), folhas destacadas (fitotoxicidade) e de pés-
emergéncia (fitotoxicidade, altura da planta e massa fresca de planta). A aplica¢do do caldo
fermentado do fungo proporcionou acdo bioherbicida em pré-emergéncia, inibindo em 100% a
germinacéo das sementes. Em folhas destacadas, ocasionou necrose e morte das folhas no nono
dia apos a aplicagdo. Na pos-emergéncia esta aplicacdo ocasionou sintomas moderados, como

manchas nas folhas e reducdo no tamanho da planta daninha. Conclui-se que o caldo fermentado
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de P. dimorpha possui acdo herbicida potencial e, por isso, representa uma alternativa no
desenvolvimento de bioprodutos para controle sustentavel de plantas daninhas em pastagens.

Palavras-chave: controle biologico; fitotoxidade; germinacéo; folha destacada.

Abstract: The weed plant Senna obtusifolia causes severe damage to pasture areas in Brazil
due to its high production and seed spread. The objective of this study was to evaluate the
bioherbicidal action of Phoma dimorpha fungus in the pre-emergence and post-emergence of
this pasture weed. The experimental design was completely randomized, with two treatments,
one with and other without application of the fermented broth of P. dimorpha fungus. The
bioherbicidal effects were measured in bioassays of pre-emergence (germination percentage),
with detached leaves (phytotoxicity) and post-emergence (phytotoxicity, plant height and fresh
plant mass). The application of the fungus fermented broth provided a pre-emergence
bioherbicidal action, inhibiting the seed germination in 100%. In detached leaves, it caused leaf
necrosis and death on the ninth day after the application. In the post-emergence, this application
caused moderate symptoms, such as leaf spots and a reduction in the weed plant size. It was
concluded that P. dimorpha fermented broth has a potential herbicidal action and, therefore,
represents an alternative in the development of bioproducts for a sustainable weed control in

pastures.

Keywords: biological control; phytotoxicity; germination; detached leaves.

5.1.1. Introducao

O aumento da infestacdo de plantas daninhas nas areas de cultivo pode ser responsavel
por perdas expressivas na produtividade das culturas agricolas. Diversos estudos comprovam o
potencial toxico e maior poder competitivo das plantas daninhas sobre as plantas cultivadas,
tornando-se mais efetivas nos danos causados, gerando néo sé perdas de qualidade dos produtos
agricolas, mas tambem de produtividade, podem reduzir a produtividade das culturas em até
34%, gerando assim elevados prejuizos econdémicos (Pisula & Meiners 2010, Suriyagoda et al.
2014).

A espécie de planta daninha mais frequentemente encontrada em pastagens, pomares,

culturas anuais e perenes, no Brasil e também em alguns paises do mundo é a Senna obtusifolia
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(L.) H. S. Irwin & Barneby, conhecida popularmente como “fedegoso” devido ao odor fétido
caracteristico, também conhecida como “mata-pasto” em fungdo dos danos causados as areas
de pastagens. Nativa do continente americano, € classificada como uma planta subarbustiva e
lenhosa com cerca de 70-160 cm de altura (Lorenzi 2000).

Seu potencial como planta daninha esté associado a sua elevada producéo de sementes,
cujas vagens ao atingirem a maturidade “estalam”, espalhando as sementes que germinam no
inicio do periodo chuvoso. Estas podem germinar e florescer em uma ampla faixa de
temperatura entre 18 a 36 °C, e assim as sementes séo a principal forma de propagacéo, Além
destas caracteristicas problematicas, sua a habilidade competitiva e a toxicidade para animais
domeésticos causam grave problemas as areas agricolas e de pastagens (Walker & Oliver 2008,
Peres et al. 2010).

O controle de plantas daninhas é obtido por meio de atividades culturais, mecanicas,
quimicas ou bioldgicas. Nas ultimas cinco décadas, o uso de herbicidas quimicos é a principal
medida dos sistemas de controle de plantas daninhas (Jabran et al. 2015). Apesar do amplo uso
e eficacia constatada dos herbicidas no controle de plantas daninhas, se observa nos ultimos
anos que muitas espécies de plantas daninhas evoluiram, adquirindo resisténcia multipla ao
modo de acdo de determinados moléculas quimicas (Jabran et al. 2015, Meuller-Steover et al.
2016).

Em funcéo do dificil controle de determinadas espécies de plantas daninhas, e também
pelos impactos potenciais dos produtos quimicos na saude humana e ambiente, vem sendo
desenvolvido métodos alternativos, que sejam ambientalmente seguros e biodegradaveis na
natureza, para reduzir a forte dependéncia de herbicidas sintéticos. Além disso, especificos
quanto ao organismo alvo, com varios sitios de acdo de modo a evitar a resisténcia por parte
das plantas daninhas (Bajwa et al. 2016). O controle bioldgico é uma a alternativa para
substituicdo mesmo que gradativa dos agroquimicos, favorecendo a reducdo no uso destes,
minimizando os danos causados ao meio ambiente (Schwan-Estrada et al. 2012).

Metabdlitos secundarios biologicamente ativos provenientes de meios fermentados de
microrganismos sao utilizados no meio agricola para o controle bioldgico e oferece diversos
beneficios, desde maior especificidade a planta alvo, degradacéo rapida e reducdo do uso dos
herbicidas sintéticos, sendo considerada viavel do ponto de vista econémico e ambiental (Baque
et al. 2012, Cordeau et al. 2016). Dentre as fontes de metabolitos secundarios, os fungos
endofiticos sdo os mais estudados, visto que diversas espécies sdo consideradas uma fonte
potencial de produtos naturais pouco explorada, que permite a selecéo de agentes de interesse

ao controle biologico (Baque et al. 2012).
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Os fungos do género Phoma constituem uma fonte rica de metabdlitos secundarios com
elevada atividade bioldgica, estes podem ser utilizados para a obtencdo de produtos com
atividade bioherbicida, destinados ao controle bioldgico de fungos fitopatogénicos, insetos e
plantas daninhas. Pesquisas recentes reafirmam que os fungos deste género produzem uma
grande variedade de metabolitos secundarios com alto potencial biol6gico e pouco estudados,
que podem ser utilizados para a formulacdo de bioprodutos destinados ao meio agricola
(Wijeratne et al. 2013, Hubbard et al. 2014, Brun et al. 2016, Todero et al. 2018b).

Assim, o objetivo deste estudo foi verificar a acdo bioherbicida de metabdlitos
secundarios produzidos pelo fungo Phoma dimorpha na pré-emergéncia e pés-emergéncia da
planta daninha Senna obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby.

5.1.2. Material e Métodos

Os bioensaios foram conduzidos de maio a julho de 2018, no Laboratério Biotec Factory
do Departamento de Engenharia Quimica e em casa de vegetacdo do Departamento de Defesa
Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.

O microrganismo empregado para a obtencédo do caldo fermentado foi a cepa do fungo
Phoma dimorpha (NRRL 43879), proveniente da colecdo do Laboratério Biotec Factory do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.

A cepa do fungo foi mantida em placas de Petri contendo meio BDA a 4 °C, e
subcultivada a cada 15 dias. Para a realizacdo do processo fermentativo, 2 discos de micélio de
6 mm de micélio de uma placa contendo meio de cultivo BDA, mantidas em estufa
bacterioldgica por 7 dias a 28 °C, foram transferidos para Erlenmeyers contendo 130 mL de
meio liquido de cultivo (extrato de batata 200 g L™, dextrose 20 g L™, peptona 10 g L™, extrato
levedura 7,5 g L%, sulfato de amonio ((NH4)2S0s) 2 g L2, sulfato ferroso (FeSO4.7H.0) 1g L
! sulfato de magnésio (MgSOQ4) 0,5 g L, sulfato de manganés (MnSO4.H20) 1g L) (Zhang et
al. 2012), previamente esterilizados em autoclave a 121 °C por 30 minutos. Os frascos foram
mantidos a 28 °C sob agitacdo de 120 rpm por 10 dias (Innova 44R, New Brunswick) (Klaic et
al. 2017). Com a separacao das células do caldo fermentado, obteve-se o caldo fermentado livre
de células, que foi armazenado para posteriores avaliagoes.

Realizou-se trés diferentes bioensaios para verificar a acao bioherbicida dos metabolitos
secundarios de P. dimorpha em pré-emergéncia, folhas destacadas e pos-emergéncia de S.
obtusifolia.

Em pré-emergéncia a acdo herbicida do caldo fermentado bruto de P. dimorpha foi

avaliada por meio do teste de germinacdo: Antes da montagem do teste, as sementes foram
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submetidas ao método de superacdo de dorméncia de escarificagdo mecénica, conforme método
citado por Bortolini et al. (2011). Para o teste foram utilizadas oito repeti¢cdes de 25 sementes
de S. obtusifolia para cada tratamento, semeadas em caixas tipo gerbox, sobre duas folhas de
papel filtro (Germitest®) umedecidas com 4 mL. Em seguida, as caixas foram acondicionadas
em cadmara de germinacdo tipo Biochemical Oxigen Demand (BOD) a 25 °C e com fotoperiodo
de 12/12 horas de luz/escuro. As avaliagbes foram efetuadas diariamente até atingir a
estabilizacdo, contabilizado o nimero de sementes que germinaram, tendo como critério a
protrusdo da radicula minima de 2 mm de comprimento, seguindo as Regras para Andlise de
Sementes (Brasil 2009).

Para a acdo bioherbicida em folhas destacadas de S. obtusifolia, aplicou-se 3 mL do
caldo fermentado de P. dimorpha com o auxilio de uma pipeta automatica sobre algodao
envolto ao peciolo das folhas, estas foram dispostas em caixas gerbox previamente
desinfestadas com etanol 70% e forradas com duas folhas de papel filtro. Em seguida as caixas
gerbox foram acondicionadas em camara incubadora tipo BOD com temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro, as avaliacGes foram realizadas no 3°, 6° e 9° dia ap6s
a aplicacdo (Pedras & Ahiahonu 2004, Todero et al. 2018b). Foram observadas a incidéncia e
a intensidade das lesdes, de acordo com a escala estabelecida pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia de Ervas Daninhas (SBCPD) (Tabela 2).

Em pds-emergéncia o ensaio para a verificar a acdo herbicida dos metabdlitos
secundarios de P. dimorpha sobre plantas de S. obtusifolia foi realizado em casa de vegetacéo,
com ambiente controlado, localizada no Departamento de Defesa Fitossanitaria da
Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil.

Cada tratamento foi composto por dez plantas, considerando cada planta uma repeticao
(unidade experimental). Cada unidade experimental foi composta por um vaso de polietileno
com volume de 180 mL, preenchido com substrato comercial Macplant®. Inicialmente foram
semeadas trés sementes em cada vaso, e ap0s a emergéncia das plantulas, foi realizado o
desbaste sendo mantida apenas uma planta por vaso, as quais foram mantidas e cultivadas até
o final do ensaio.

A aplicacdo dos metabdlitos secundarios foi realizada aproximadamente 15 dias apos a
emergéncia das plantas. Para a aplicacao foi utilizado um pulverizador manual, com volume de
calda de 300 L ha* (Brun et al. 2016), as avaliagdes foram realizadas 15 dias ap6s a aplicacio
(Todero et al. 2018b), onde os danos foliares as plantas foram estimados visualmente, com base
na escala estabelecida pela SBCPD (Tabela 1).
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Tabela 1 - Descrigdo da escala para avaliacdo do percentual de fitotoxicidade em folhas
destacadas e plantas, desenvolvida com base nos conceitos aplicados as avaliagbes de

toxicidade de acordo com a SBCPD.

% de danos Descricao das principais categorias
0-20 Nenhuma leséo ou efeito
20 - 40 Lesdo ligeira e/ou reducédo do crescimento com recuperacdo rapida
Lesdo moderada e/ou reducdo do crescimento com recuperacdo lenta ou
000 definitivo
Lesdo grave e/ou reducdo de crescimento ndo recuperéavel e / ou reducdo do
0080 stand
80 - 100 Destruicdo completa da colheita ou apenas algumas plantas vivas

Além desta avaliacdo também foram estimada: altura de planta (AP - mm) e a massa
fresca de planta (MFT - g). Com base nos dados da altura de planta calculou-se a reducgéo
percentual do crescimento (RPC - %) do tratamento com aplicacdo do caldo fermentado bruto
do fungo P. dimorpha em comparacdo com o tratamento testemunha sem aplicacéo do caldo.

Todos os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade
dos erros, e posteriormente ao teste F da analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste Tukey, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade de erro (p<0,05) (Sisvar, versdo
5.6) (Ferreira 2014).

5.1.3. Resultados e Discusséo

Observou-se a acdo bioherbicida dos metabdlitos secundarios de P. dimorpha sobre a
porcentagem de germinacdo de sementes de S. obtusifolia (Tabela 2). A aplicacdo de
metabolitos secundarios de P. dimorpha inibiu totalmente a germinagdo, apresentando uma
eficacia na ordem de 100%. Quanto ao tratamento testemunha em que se aplicou apenas agua
destilada, ocorreu 99% de germinacdo de sementes e as plantulas desenvolveram-se saudaveis
(Tabela 2 e Figura 1).

A inibicdo da germinagdo das sementes de S. obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby
observada neste trabalho evidencia que os metabdlitos secundarios produzidos por este fungo
apresentam acao bioherbicida considervel e possibilidade para o desenvolvimento de produtos
para 0 meio agricola. Pesquisas com foco no controle biolégico de plantas daninhas por meio
da aplicacdo de metabdlitos secundarios provenientes de fungos do género Phoma também
foram desenvolvidas por Cimmino et al. (2013), Hubbard et al. (2014), Evidente et al. (2015) e
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Todero et al. (2018b). Estes autores observaram efeito fitotoxico em pré-emergéncia e pos-
emergéncia de diversas espécies de plantas daninhas.

Tabela 2 - Porcentagem média de germinacdo (PG - % de plantulas normais) de sementes de

S. obtusifolia, submetidas a aplicacdo de metabolitos secundéarios de P. dimorpha.

Tratamento PG (%)

T1 - Testemunha 99,00a

T2 - Metabolitos secundarios 0,00b
DMS 1,15
CV (%) 2,16

*Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si

pelo Teste de Tukey, em nivel de significancia de 5%.

Figura 1 - Teste fitotoxico em sementes de S. obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby submetidas

aaplicacdo de metabolitos secundarios de P. dimorpha.: A) Tratamento testemunha; B) Plantula
do tratamento testemunha; C) Tratamento com aplicacdo de metabdlitos secundarios de P.

dimorpha. e D) Detalhe da semente quando aplicado metabdlitos secundéarios de P. dimropha.

Resultados semelhantes foram reportados por Brun et al. (2016), que ao avaliarem o
potencial herbicida do caldo fermentado bruto provenientes da fermentacdo submersa de
Phoma sp. em biorreator, na germinacdo de sementes de Cucumis sativus var. wisconsin e
Sorghum bicolor. Estes autores constataram que a aplicacdo de metabolitos secundarios deste
fungo ocasionou reducdo da germinacdo, com porcentagens de 100 e 84% de inibicéo,
respectivamente, destacando o potencial das substancias produzidas por este fungo para o
biocontrole de plantas daninhas.
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Todero et al. (2018a), avaliando a eficacia da atividade bioherbicida do caldo
fermentado do fungo Phoma sp. concentrado proveniente de fermentacdo submersa,
constataram em pré-emergéncia das plantas daninhas Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus,
inibicdo de 100% na germinacdo de sementes destas espécies.

Na Tabela 3, esté apresentada a porcentagem de fitotoxidade em funcdo da aplicagéo de
metabdlitos secundarios de P. dimorpha em folhas destacadas de S. obtusifolia. Observou-se
nas folhas destacadas de S. obtusifolia um leve amarelecimento, a partir da primeira avaliacéo
realizada 72 horas ap0s a aplicacdo, intensificando-se até a ultima avaliacdo, realizada aos 9
dias apds a aplicacdo do caldo fermentado bruto, quando verificou-se lesdes severas, com
amarelecimento e necrose acentuada (Tabela 3, Figura 2).

Brun et al. (2016) e Todero et al. (2018a) descreveram resultados semelhantes, ao
avaliarem o efeito fitotdxico da aplicacdo do caldo fermentado bruto de Phoma sp. sobre folhas
destacadas de Cucumis sativus. Eles observaram a ocorréncia de leve amarelecimento e necrose
nas folhas destacadas de C. sativus logo apds 72 horas da aplicacdo, levando a morte total da
folha na ultima avaliacao.

Resultados similares foram descritos por Graupner et al. (2003), Vikrant et al. (2006) e
Hubbard et al. (2014), que ao avaliarem a eficécia da aplicacdo do caldo fermentado bruto de
diferentes espécies de Phoma, obtidos por fermentacdo submersa sobre folhas destacadas de
plantas de Cirsium arvense L. e Parthenium hysterophorus (losha branca), observaram rapido
amarelecimento e clorose, evoluindo para necrose e morte das folhas, como também reducao
do crescimento.

Bailey et al. (2011) e Hubbard et al. (2014) também encontraram eficacia dos
metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo Phoma macrostoma no controle bioldgico de
outras espécies de plantas daninhas, como cardo do Canada (Cirsium arvense (L.) Scop.) e

camomila sem cheiro (Matricaria perforata merat), respectivamente.
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Tabela 3 - Teste de Fitotoxidade (%) em folhas destacadas de S. obtusifolia aos 3, 6 e 9 dias

apos a aplicacdo de metabdlitos secundérios de P. dimorpha.

Fitotoxidade (%)

Tratamento
3 DAA 6 DAA 9 DAA
T1 - Testemunha 0£0,00b 0£0,00b 0 £0,00b
T2 - Metabolitos secundarios 40 + 8,16a 70 £8,16a 90 + 8,16a
DMS 9,99 9,99 9,99
CV (%) 28,87 16,50 12,83

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si

pelo Teste de Tukey, em nivel de significancia de 5%.

T1

T2

Figura 2 - Efeitos fitotdxico em folhas destacadas de S. obtusifolia (L.) H. S. Irwin & Barneby
apos 3, 6 e 9 dias ap6s a aplicacdo de metabdlitos secundarios de P. dimorpha. *DAA = Dias

apos a aplicacdo, T1 = Testemunha e T2 = Metabdlitos secundarios.

Os resultados de fitotoxidade em planta de S. obtusifolia, avaliados 15 dias ap6s a
aplicacdo dos tratamentos, estdo apresentados na tabela 4. Foi possivel observar a necrose das
plantas de S. obtusifolia ocasionado pela aplicacdo do caldo fermentado bruto fungo P.

dimorpha neste trabalho (Tabela 4, Figura 3).
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Tabela 4 - Teste de fitotoxidade (%) em plantas de S. obtusifolia aos 15 dias apds a aplicacdo
de metabolitos secundéarios de P. dimorpha.

Tratamento Fitotoxidade (%)
T1 - Testemunha 0+£0,00b
T2 - Metabolitos secundarios 30+£4,08 a
DMS 2,71
CV (%) 19,25

*Médias seguidas de mesma letra minUscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si

pelo Teste de Tukey, em nivel de significancia de 5%.

Figura 3 - Efeito fitotoxico em plantas de S. obtusifolia, 15 dias ap0s a aplicacao de metabolitos

secundarios de P. dimorpha.

Resultados semelhantes foram encontrados por Cimmino et al. (2013), que avaliando o
potencial do metabdlito da chenopodolina produzido pelo fungo Phoma chenopodicola em
folhas de Cirsium arvense e Setaria viridis, observaram sintomas como necrose, murcha e
degradacdo de tecidos foliares. Todero et al. (2018a), observaram que a aplicagédo de
fermentados de Phoma sp. em pos-emergéncia de plantas de Cucumis sativus ocasionaram leve
amarelecimento logo apds a aplicacdo, evoluindo até o aparecimento de murchas e lesfes
necroticas, além disso, estes autores observaram alteracdo no crescimento das plantas.

Foi observada diferenca significativa para altura de plantas (AP), sendo que a aplicacéo
dos metabolitos secundarios de P. dimorpha sobre plantas de S. obtusifolia resultou em uma
menor altura. Resultados semelhantes foram observados por Brun et al. (2016) e Klaic et al.
(2017), que constataram diferenca na altura da planta bioindicadora C. sativus quando
submetida a aplicacdo de metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo Phoma sp.

A influéncia da aplicagdo de metabdlitos secundarios de P. dimorpha na altura de

plantas de S. obtusifolia foi confirmada pela reducéo do percentual de crescimento (RPC). Foi
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possivel observar que a aplicacdo dos metabolitos secundarios ocasionou reducdo significativa
do crescimento das plantas de S. obtusifolia, com média de 20,80 % de redugdo quando
comparado com o tratamento controle (Tabela 5).

Resultados semelhantes foram encontrados por Todero et al. (2018b), ao avaliarem
diferentes formulagdes com metabolitos secundéarios provenientes da fermentagdo submersa de
Phoma sp. com ac¢do herbicida contra espécies de plantas daninhas, constataram uma reducdo
de 31% na altura destas plantas. De acordo com Gronwald et al. (2002), a reducdo do
crescimento de plantas daninhas é um fator importante para determinacdo de um potencial
bioherbicida. Travaini et al. (2016) destacam que bioprodutos provenientes de metabdlitos
secundarios de microbianos apresentam efeitos significativos de infeccdo, ocasionando reducéo
do crescimento de plantas daninhas.

Os resultados de massa fresca de plantas (MFP) apresentados na Tabela 5 mostram que
a aplicacdo de metabolitos secundarios de P. dimorpha interferiu diretamente na reducédo da
quantidade de MF de plantas de S. obtusifolia. A reducdo da massa fresca de plantas em fungéo
da aplicacdo de metabdlitos secundarios também foi constatada por Brun et al. (2016), que
relatam reducao do massa fresca de plantas de C. sativus 7 dias apds a aplicacdo dos metabolitos
secundarios de Phoma sp. Otimizar o processo fermentativo em estado-sélido para producao
de bioherbicida por Phoma sp., e avaliar a fitotoxicidade do caldo sobre plantas de C. sativus,
Klaic et al. (2017) constataram que a aplicacéo deste bioherbicida apresentou reducdo da massa

fresca 20% em comparac¢do com o controle.

Tabela 5 - Altura de planta (AP - cm), reducéo do percentual de crescimento (RPC - %) e massa
fresca de plantas (MFP - g) de plantas de S. obtusifolia aos 15 dias ap6s a aplicacdo de

metabolitos secundarios de P. dimorpha.

Tratamento AP (cm) RPC (%) MFP (9)
T1 - Testemunha 8,43 £ 0,76a 0,00 = 0,00b 1,97 £ 0,45a
T2 - Metabolitos secundarios 6,93 + 0,70b 20,80 + 2,07a 1,20 £ 0,14b
DMS 0,69 8,48 0,31
CV (%) 10,06 26,68 21,15

*Meédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey,

em nivel de significancia de 5%.
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5.1.4. Conclusoes

A aplicacdo de metabdlitos secundarios de P. dimorpha apresenta ag¢do herbicida em
pré-emergéncia, inibindo em 100% a germinacdo das sementes e em folhas destacadas,
ocasionando a necrose e morte da folha no nono dia apos a aplicacdo. Em pds-emergéncia a
aplicagdo ocasionou sintomas moderados, com manchas nas folhas e reducdo no tamanho das
plantas da espécie de planta daninha de pastagem S. obtusifolia.

Os metabolitos secundarios de P. dimorpha possui elevado potencial herbicida,
tornando-se uma alternativa para o desenvolvimento de bioprodutos para 0 manejo de plantas
daninhas, ocasionado a reducéo do uso dos herbicidas sintéticos e a prevenc¢do a poluicao dos

ecossistemas.
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5.2. ARTIGO VII: EFEITO DO CALDO FERMENTADO PRODUZIDO por Phoma
dimorpha SOBRE A GERMINACAO DE SEMENTES DE E CRESCIMENTO
DIFERENTES ESPECIES VEGETAIS

O presente artigo foi submetido foi submetido para publicagdo em periddico cientifico da érea.

Resumo: Algumas espécies do género Phoma sdo consideradas fonte potencial de substancias
biologicamente ativas, as quais podem ser utilizadas no meio agricola. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito do caldo fermentado sem células do fungo Phoma dimorpha sobre a
germinacdo, crescimento, massa fresca e seca de plantulas e em folhas destacadas de diferentes
espécies de plantas bioindicadoras e daninhas encontradas em diferentes regiées do mundo:
Cucumis sativus, Triticum aestivum, Amaranthus cruentus, Bidens pilosa e Echinochloa sp.
Observou-se efeito significativo sobre a germinacdo de todas as espécies avaliadas. As
sementes das espécies dicotiledéneas (Cucumis sativus, Amaranthus cruentus e Bidens pilosa)
mostraram-se mais sensiveis, inibindo totalmente a germinagdo. As sementes das espécies
monocotiledOneas apresentaram-se resistentes, com maior capacidade de germinagdo. Em
geral, o crescimento das plantulas das espécies estudadas foi inibido pelo caldo fermentado do
fungo P. dimorpha. No teste em folha destacada lesdes foram observadas, com amarelecimento
e necrose acentuada nas folhas de todas as espécies estudadas. O caldo fermentado do fungo P.
dimorpha apresenta compostos biologicamente ativos, com a¢do bioherbicida com alta

atividade fitotoxica.

Palavras-chave: fitotoxicidade, caldo fermentado, capacidade de germinacdo, plantas

agricolas, plantas daninhas.

Abstract: Some Phoma species are considered a potential source of biologically active
substances that can be used in the agricultural environment. The aim of this study was to
evaluate the effect of secondary metabolites present in the fermented broth of Phoma dimorpha
fungus on seedling germination, growth, fresh and dry mass and on detached leaves of different
species of bioindicators and weeds found in different regions of the world: Cucumis sativus,
Triticum aestivum, Amaranthus cruentus, Bidens pilosa and Echinochloa sp. Significant effect

on germination of all evaluated species was observed. The seeds of the dicotyledonous species
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(C. sativus, A. cruentus and B. pilosa) were more sensitive, totally inhibiting germination. The
seeds of monocotyledonous species were resistant, with greater germination capacity. In
general, the seedling growth of the studied species was inhibited by the fermented broth of the
fungus P. dimorpha. In the detached leaf test, lesions were observed, with yellowing and
marked necrosis in the leaves of all studied species. The fermented broth of P. dimorpha fungus
presents biologically active compounds with bioherbicidal action with high phytotoxic activity.

Keywords: phytotoxicity, fermented broth, germination capacity, agricultural plants, weeds.

5.2.1. Introducéo

A interferéncia das plantas daninhas sobre o desenvolvimento e produtividade das
culturas agricolas vem se agravando, interferindo diretamente no potencial produtivo das
culturas, que podem chegar a perda total da lavoura, e por consequéncia, a grandes perdas
econémicas. As plantas daninhas apresentam elevada capacidade em competir com plantas
cultivadas por agua, luz, nutrientes, energia térmica e dioxido de carbono (PENARIOL et al.,
2008; SURIYAGODA et al., 2014). As plantas daninhas apresentam grande agressividade
contra as culturas agricolas, por serem capazes de germinar, de maneira descontinua, atraves de
inimeros e complexos mecanismos de dorméncia de suas sementes, podendo até germinar e
emergir das camadas mais profundas do solo. As sementes destas plantas possuem grande
adaptacdo a variados ambientes e disseminacdo a curta e longa distancia, com rapido
crescimento vegetativo e florescimento (MEROTTO et al., 2002).

Atualmente o principal método de controle das plantas daninhas na agricultura é através
da aplicacdo de herbicidas sintéticos, o qual € considerado muito eficiente (CHOU et al., 2010;
BUNKOED et al., 2017). No entanto, quando utilizado de maneira incorreta, com aplicacdes
de doses superiores as recomendadas, acarretam riscos a salde e ao meio ambiente. Além disso,
doses excessivas podem favorecer o desenvolvimento de espécies de plantas daninhas com
resisténcia multipla ao modo de acdo de determinadas moléculas quimicas, fato que vem sendo
observado nos ultimos anos (JABRAN et al., 2015; MEULLER-STEOVER et al., 2016). Desse
modo, a busca por métodos de manejo que configura a agricultura sustentavel vem tornando-se
uma alternativa para o controle de plantas daninhas. Segundo Yang et al. (2014), o
desenvolvimento de herbicidas ndo-poluentes, seguros e ambientalmente corretos, tornou-se
necessario e indispensavel.

O controle bioldgico é uma alternativa sustentavel para o manejo das plantas daninhas

nas areas agricolas, que permite a substituicdo gradativa e reducéo da aplicacdo de herbicidas
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sintéticos (BETTIOL, 2008; CHAGAS et al., 2014). Caracteriza-se como técnica que utiliza
organismos vivos para controlar ou reduzir espécies de plantas indesejaveis, por meio da
utilizacdo de compostos bioativos produzidas pelo metabolismo secundério de fungos, bactérias
e plantas. Essa estratégia de biocontrole denomina-se bioherbicida (VENZON et al., 2006).

Dentre estes microrganismos os fungos sdo os mais estudados para o controle de plantas
daninhas, visto que diversas espécies de fungos fitopatogénicos possuem a capacidade de
produzirem substancias toxicas as plantas daninhas (VILLAVERDE et al., 2014). Além deste
aspecto fundamental, os fungos sdo encontrados em abundancia na natureza, apresentando
facilidade de identificacdo e de facil cultivo em meios artificiais para producédo massal (LI et
al., 2003). Diversos estudos vém sendo desenvolvidos ao longo dos ultimos anos e tem
mostrado que fitotoxinas produzidas por fungos fitopatdgenos apresentam atividade herbicida
comprovada, como € o caso do fungo Trichoderma spp. (JAVAID; ALI, 2011), Diaporthe sp.
(SOUZA et al., 2015; PES et al., 2016), Phoma sp. (GRAUPNER et al., 2003; CIMMINO et
al., 2008; CIMMINO et al., 2013; EVIDENTE et al., 2016).

Estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de identificar fungos produtores de
substancias bioativas com potencial para serem explorados para a producdo de bioprodutos
destinados a agricultura (KAUL et al., 2012). Dentre estes, os fungos do género Phoma sédo um
dos mais estudados, ganhando destaque em todo o mundo, por secretam metaboélitos
secundarios como pigmentos de fitotoxina e antraquinona, os quais possuem grande potencial
comprovado para o controle bioldgico de plantas daninhas (RAI et al., 2009; KIM et al., 2012;
HUBBARD et al., 2014; BRUN et al., 2016). EM estudo recente

Pesquisas recentes evidenciam a acdo bioherbicida de metabdlitos produzidos pelo
fungo Phoma sp. sobre plantas daninhas. Todero et al. (2018a) avaliaram a adi¢do de adjuvantes
aos metabolitos secundarios produzidos pelo fungo Phoma sp. para potencializa o efeito
bioherbicida sobre plantas daninhas. Eles constataram que a aplicacdo da formulacdo a base do
caldo fermentado filtrado do fungo Phoma sp., 6leo de palma e Tween®80 potencializou o
efeito dos metabolitos produzidos pelo fungo em pré-emergéncia em trés diferentes plantas
daninhas A. retroflexus, B. pilosa, e C. canadensis. Luft et al. (2019) avaliaram diferentes
métodos de concentracdo (membranas de fibra oca de ultra e microfiltracdo) de biopolimeros
extracelulares produzidos por Phoma sp. por fermentacdo submersa. Os autores constataram
que a absorcdo dos biopolimeros extracelulares sobre folhas destacadas de C. sativus, gerou
maiores danos quando concentrados por membrana de fibra oca de microfiltracao.

Assim, os estudos de inibicdo da germinagdo por parte da aplicacdo de compostos

presentes no caldo fermentado de fungos séo de grande importancia visto que a interrupcao do
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processo germinativo de sementes de espécies de plantas daninhas cessa a perpetuacdo das
espécies sendo um ponto crucial para o controle destas que interferem diretamente sobre a
producdo agricola. A partir do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do caldo
fermentado sem células do fungo Phoma dimorpha sobre a germinacgéo, crescimento, massa
fresca e seca de plantulas e em folhas destacadas de espécies de plantas bioindicadoras
(Cucumis sativus, Triticum aestivum) e daninhas (Amaranthus cruentus, Bidens pilosa e

Echinochloa spp.).

5.2.2. Material e Métodos

Os bioensaios foram realizados no periodo de maio a setembro de 2018, no Laboratdrio
Biotec Factory do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), Santa Maria, RS.

Para o0s ensaios de pré-emergéncia, assim como em folha destacada foram utilizadas
sementes e folhas jovens de diferentes espécies de plantas, divididas em dois grupos:
bioindicadoras e plantas daninhas (Tabela 1).

A resisténcia ou tolerancia aos compostos presentes no caldo fermentado de fungos é
uma caracteristica espécie-especifica, existindo aquelas mais sensiveis como Cucumis sativus
L. (pepino) e Triticum aestivum (trigo), consideradas plantas indicadoras de atividade
alelopética. Para que seja indicada como planta teste, uma determinada espécie deve apresentar
germinacdo rapida e uniforme, e um grau de sensibilidade que permita expressar os resultados
sob baixas concentrac@es das substancias alelopaticas (GABOR; VEATCH, 1981; FERREIRA;
AQUILA, 2000).

Tabela 1 - Espécies de plantas utilizadas no teste de germinacdo em funcdo da aplicacdo dos

metabolitos secundarios provenientes da fermentacdo submersa do fungo P. dimorpha.

Nome cientifico Nome comum

Plantas bioindicadoras

Cucumis sativus Pepino

Triticum aestivum Trigo

Plantas daninhas

Amaranthus cruentus Caruru roxo
Bidens pilosa Picéo Preto
Echinochloa sp. Capim-arroz
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O microrganismo empregado no processo fermentativo foi o fungo Phoma dimorpha
proveniente da colecdo do Laboratorio Biotec Factory do Departamento de Engenharia Quimica
da Universidade Federal de Santa Maria, onde sdo mantidas a 4°C em refrigerador.

Para a fermentacdo submersa, foram transferidos 2 discos (6 mm) de micélio fungico,
em crescimento ativo cultivado em meio BDA, para frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo
130 mL do liquido de cultivo esterilizado a 121 °C em autoclave por 30 minutos. A composicao
do meio liquido de cultivo seguiu metodologia descrita por Para et al. (2005) e Zhang et al.
(2012) (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo do meio liquido de cultivo para o processo de fermentativo do fungo

P. dimorpha.
Componente Quantidade
Extrato de batata 200gL*
Dextrose 20gL?
Peptona 10gL?
Extrato levedura 75¢gL?
Sulfato de Amonio ((NH4)2S0.) 2gL?
Sulfato Ferroso (FeSO4.7H20) 1gLt
Sulfato de Magnésio (MgSQs) 05¢gL?
Sulfato de Manganés (MnSQO4.H,0) 1gL?

Fonte: Para et al. (2005) e Zhang et al. (2012).

Em seguida, os frascos foram mantidos a temperatura de 28 °C e agitacdo de 120 rpm
(Innova 44R, New Brunswick) por um periodo de 10 dias, de acordo com método descrito por
Klaic et al. (2017). Apoés este periodo, foi realizada a separacdo da biomassa do caldo
fermentado do fungo, de modo a obter um caldo fermentado livre de células, o qual foi
armazenado para posteriores avaliacdes.

Para o teste de germinacgdo das diferentes espécies, foram utilizadas 200 sementes por
espécie, as quais foram semeadas em caixas gerbox (11x11x4 cm), contendo duas folhas de
papel (Germitest®) previamente umedecidas com o tratamento (Agua destilada e Caldo
fermentado) na proporcdo de 2,5 vezes a massa do papel seco, e mantidas em cdmara de
germinacgéo tipo Biochemical Oxigen Demand (BOD), nas respectivas temperaturas de cada
espécie, estabelecidas nas Regras de Anélise de sementes (BRASIL, 2009), e fotoperiodo de

12/12 horas de luz/escuro.
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A Porcentagem de germinacao (PG - %) foi estimada pela contagem diaria do nimero
de sementes germinadas, considerando como semente germinada protrusdo da radicula com
comprimento minimo de 2 mm (FERREIRA; AQUILA, 2000). O periodo de avaliacdo variou
para cada espécie, os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais
(BRASIL, 2009).

Ao final do teste de germinagéo foram realizadas avaliagdes de crescimento inicial, com
0 auxilio de um paquimetro digital (Topex 31C615, Pol6nia). Foi determinado o comprimento
de dez plantulas por repeticdo, escolhidas ao acaso, e os resultados expressos em milimetros
(mm) por plantula. Pesando-se em balanca analitica (A42207c — Bel Engeneering) todas as
plantulas de cada repeticdo obtidas ao final do teste de germinagéo, estimou-se a massa fresca
total de plantulas de cada espécie, e os resultados expressos em gramas (g) por plantula. Em
seguida, para obtencdo da massa fresca total, estas plantulas foram acondicionadas em
envelopes de papel pardo e submetidas a secagem em estufa de ventilacdo forcada a temperatura
de 70 °C, até massa constante, e 0s resultados expressos em gramas (g) por plantula.

Para avaliar o efeito fitotoxico da aplicacdo de metabdlitos secundarios do fungo P.
dimorpha sobre folhas destacadas, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com
dois tratamentos em quatro repeti¢oes, sendo cada folha considerada uma repeti¢do. Para isso
foram coletadas folhas jovens das diferentes espécies avaliadas. Estas folhas foram dispostas
em caixas gerbox previamente desinfetadas com etanol 70% e forradas com duas folhas de
papel filtro umedecidas com agua destilada, para evitar o ressecamento das folhas (PEDRAS;
AHIAHONU, 2004).

A aplicacéo dos tratamentos foi realizada com uma pipeta automatica, adicionando-se 3
mL sobre o algodao envolto ao peciolo das folhas. Como controle no tratamento T1 aplicou-se
apenas agua destilada e no T2 aplicou-se o caldo fermentado do fungo P. dimorpha. Em seguida
as caixas gerbox foram acondicionadas em camara incubadora tipo BOD (POLEKO, modelo
KK 350, Pol6nia) com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro
(TODERO et al., 2018b).

A avaliagdo foi realizada no 9° dia ap6s a aplicagdo, quantificando a &area foliar com
sintomas, com o auxilio do software Compu Eye (BAKR, 2005). Para isso, as folhas foram
fotografadas individualmente. Os arquivos de imagem foram anexados e analisados pelo
software, tendo como resultado a porcentagem de area afetada (sintomas) para cada folha.

Para a andlise estatistica dos resultados foi utilizado o programa estatistico SISVAR

versdo 5.1 (FERREIRA, 2014). Os resultados foram submetidos aos testes de normalidade e
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homogeneidade dos erros, em seguida a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro (p<0,05).

5.2.3. Resultados e Discusséo

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do teste de germinacdo das diferentes
espécies avaliadas, ap6s a aplicacdo do caldo fermentado contendo metabdlitos secundarios
produzidos pelo fungo P. dimorpha. Observou-se efeito bioherbicida significativo (p<0,05)
para o tratamento com aplicacdo do caldo sobre a germinacdo de todas as espécies avaliadas
(Tabela 3).

Observou-se maior sensibilidade das espécies dicotileddneas (Cucumis sativus,
Amaranthus cruentus e Bidens pilosa) ao tratamento com aplicacdo do caldo fermentado do
fungo P. dimorpha que inibiu em 100% a germinacdo (Tabela 3, Figura 1). Para as especies
monocotileddneas Triticum aestivum e Echinochloa spp., observou-se baixas porcentagens de
germinacdo, com médias de 2,0 e 4,12 respectivamente (Tabela 3). Onde ndo ocorreu o
desenvolvimento de parte aérea das plantulas, no entanto, houve uma leve protuséo radicular,
que no decorrer do teste veio a necrosar (Figura 1). Estes resultados mostram que 0s metabolitos
secundérios presentes no caldo fermentado do fungo P. dimorpha apresentam efeito inibitorio
de 100% sobre espécies de plantas bioindicadoras e daninhas de folhas largas, caracterizando-
se como uma alternativa para a producgdo de bioprodutos destinados ao controle de plantas
daninhas.

Resultados semelhantes foram observados por Bailey et al. (2011), que ao avaliarem o
efeito de um bioherbicida produzido a partir do caldo fermentado livre de células do fungo
Phoma sp., constataram maior efeito sobre sementes de espécies dicotiledéneas do que em
monocotiledéneas. Porém o mesmo néo foi observado por Brun et al. (2016), que ao aplicarem
o caldo fermentado livre de células do fungo Phoma sp., constaram um amplo espectro de acédo
de herbicida em pré-emergéncia, onde observou-se inibi¢cdo da germinacdo tanto para espécies
monocotileddneas (Sorghum bicolor) como de dicotiledéneas (Cucumis sativus).

De acordo com Zohaib et al. (2016), a diminui¢do da germinacdo e o prolongamento do
tempo para atingir 50% de sementes germinadas podem estar relacionados & inibicdo de
enzimas respiratorias e enzimas envolvidas na via das pentoses fosfato na germinacao de
sementes, em funcdo dos compostos fendlicos presentes em extratos aquosos das plantas
daninhas. A utilizacdo de determinado bioherbicida em pré-emergéncia para o controle de

plantas daninhas principalmente na fase inicial do estabelecimento da cultura, permite a reducéo
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na emergéncia e na competicdo, favorecendo a diminuicdo do banco de sementes ao longo do
tempo (PES et al., 2016).

Tabela 3 - Porcentagem média de germinacdo (% de plantulas normais), em funcdo da
aplicacdo dos metabdlitos secundarios do fungo P. dimorpha sobre sementes das diferentes
espécies de plantas cultivadas e daninhas.

Sementes germinadas (%)

Espécies
Testemunha Caldo Fermentado
Cucumis sativus 100 + 0,00A 0+0,00B
Triticum aestivum 100 + 0,00A 3+2,00B
Amaranthus cruentus 74 + 2,56A 0 +0,00B
Bidens pilosa 79+ 457A 0+0,00B
Echinochloa spp. 71+ 1,15A 11 +4,12B

*Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Bidens pilosa Echinochloa spp.

Cucumis sativus Triticum aestivum Amaranthus cruentus

Figura 1 - Acdo fitotoxica da aplicacdo dos metabdlitos secundarios do fungo P. dimorpha
sobre as espécies de plantas bioindicadoras e daninhas: T1) Tratamento testemunha; T2)

Tratamento com aplicacdo de metabdlitos secundarios do fungo P. dimorpha.

O comprimento de parte aérea e raiz das plantulas das diferentes espécies estudadas
estdo apresentadas na Tabela 4. Houve diferenca significativa para comprimento da raiz e da
parte aérea de plantulas das espécies estudadas em funcdo da aplicacdo do caldo fermentado do

fungo P. dimorpha. O comprimento tanto de parte aérea como de raiz foi superior na
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testemunha, visto que as sementes germinaram e desenvolveram-se normalmente, o que néo foi
observado no tratamento com aplicacdo do caldo fermentado, onde ocorreu inibicdo total da
germinacdo das sementes das espécies dicotileddneas. Para as espécies monocotileddneas a
aplicacdo do caldo do fungo P. dimorpha gerou inibicdo total da emissdo de parte aérea das
sementes, porém houve um inicio da protrusdo de radicula e posterior necrose (Tabela 2).
Quanto a massa fresca ocorreu diferencga significativa (p<0,05) entre os tratamentos

aplicados para todas as espécies estudadas (Tabela 4).



Tabela 4 - Comprimento de parte aérea e de raiz (mm), massa fresca e massa seca (g) de plantulas das diferentes espécies de plantas bioindicadoras

e daninhas estudadas, sob efeito da aplicacdo dos metabdlitos secundarios do fungo P. dimorpha, provenientes do teste de germinacgéo.

o ) Comp. de raiz Massa fresca
Espécies Tratamento Comp. de parte aérea (mm)
(mm) (9)
) ) Testemunha 21,84 +6,70a 81,91 + 5,69a 4,730 + 0,28a
Cucumis sativus
Caldo Fermentado 0,00 + 0,00b 0,00 + 0,00b 0,000 + 0,00b
. ) Testemunha 89,91 + 2,28a 140,33 + 5,09a 4,416 + 0,32a
Triticum aestivum
Caldo Fermentado 0,00 + 0,00b 0,00 = 0,00b 2,327 £ 0,00b
Testemunha 19,97 + 0,94a 12,65 + 0,83a 1,806 + 0,03a
Amaranthus cruentus
Caldo Fermentado 0,00+ 0,00b 0,00 + 0,00b 0,000 + 0,00b
) ) Testemunha 29,90 + 3,92a 42,38 + 8,58a 4,135+ 0,47a
Bidens pilosa
Caldo Fermentado 0,00 + 0,00b 0,00 + 0,00b 0,00 + 0,00b
) Testemunha 41,74 + 5,82a 26,67 +2,23a 0,241 +0,03a
Echinochloa spp.
Caldo Fermentado 0,00 + 0,00b 0,00 + 0,00b 0,000 + 0,00b

*Médias seguidas de mesma letra maitscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na Tabela 5, esta apresentada a porcentagem de fitotoxidade (sintomas) da aplicacéo do
caldo fermentado do fungo P. dimorpha sobre folhas destacadas das diferentes espécies
avaliadas. Para as folhas destacadas de C. sativus observou-se lesfes, com amarelecimento e
necrose acentuada (Figura 2).

Resultados similares foram descritos por Brun et al. (2016), que ao avaliarem o efeito
da aplicacdo dos metabdlitos secundarios de Phoma sp. sobre folhas destacadas de C. sativus.
Tais autores observaram a ocorréncia de lesdes como leve amarelecimento e leve necrose nas
folhas destacadas de C. sativus.

Graupner et al. (2003) e Vikrant et al. (2006), ao avaliarem a eficacia da aplicagdo do
caldo bruto de diferentes espécies de Phoma sp. obtidos por fermentagdo submersa sobre folhas
destacadas de plantas de Cirsium arvense L. e Parthenium hysterophorus (losna branca),
respectivamente, observaram rapido amarelecimento e clorose, seguida por necrose e morte das
folhas, como também reducdo do crescimento.

Zhou et al. (2004) constataram atividade bioherbicida de Phoma macrostoma Mont.
(\Var. Macrostoma) contra mudas de dente-de-ledo. Bailey e Derby (2001) e Hubbard et al.
(2014) também encontraram eficidcia dos metabolitos produzidos pelo fungo Phoma
macrostoma para o controle bioldgico de outras plantas daninhas, como cardo do Canada
(Cirsium arvense (L.) Scop.) e camomila sem cheiro (Matricaria perforata merat),
respectivamente.

Resultados semelhantes foram descritos em estudo recente desenvolvido por Todero et
al. (2019). Estes autores avaliaram os efeitos fitotdxicos de exopolissacarideos produzidos por
fermentacdo submersa de Fusarium fujikuroi e submetidos a diferentes métodos de
concentragdo (membranas, liofilizacdo e evaporacdo), por meio de ensaios de absorgdo em
folhas destacadas de Cucumis sativus. Foi constatado que a aplicacdo dos exopolissacarideos
concentrados produzidos por F. fujikuroi induziu sintomas de necrose (5,85%), clorose
(16,66%) e ligeira despigmentacéo (77,79%) sobre folhas de C. sativus. Quando é aumentada
a concentracdo de exopolissacarideos ocorre um aumento no poder herbicida do caldo

fermentado do fungo F. fujikuroi.
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Tabela 5 - Teste de Fitotoxidade (%) em folhas destacadas das diferentes espécies de plantas biondicadoras e daninhas, 9 apds a aplicacdo dos
metabolitos secundéarios do fungo P. dimorpha.

Sintomas (%)

Espécies Tratamento Despigmentacao ) Despigmentacao )
Clorose Necrose Amarelecimento Sadia
Leve Total
) Testemunha - - - - - 100
C. sativus
Caldo Fermentado - 82,73 17,27 - - -
_ Testemunha - - - - - 100
S. bicolor
Caldo Fermentado - 100 - - - .
Testemunha - - - - - 100
A. cruentus
Caldo Fermentado 30,63 10,08 5,41 28,86 25,29 -
) ) Testemunha 100
Bidens pilosa
Caldo Fermentado - - 100 - - -
Testemunha - - - - - 100

Echinochloa spp.
Caldo Fermentado - 100 - - - .

*Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Cucumis sativus Triticum aestivum Amaranthus cruentus Bidens pilosa Echinochloa spp.
- — - — F RS ]
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Figura 2 - Efeito fitotoxico em folhas destacadas das diferentes espécies de plantas
biondicadoras e daninhas, 9 dias apds a aplicacdo dos metabdlitos secundéarios do fungo P.
dimorpha: T1) Tratamento testemunha; T2) Tratamento com aplicacdo de metabolitos

secundarios do fungo P. dimorpha.

5.2.4. Conclustes

A aplicacdo do caldo fermentado do fungo P. dimorpha inibiu totalmente a germinacéo
das sementes das espécies monocotiledéneas e reduziu significativamente a germinacdo das
espécies dicotileddneas. Em folhas destacadas, o caldo fermentado causou danos severos as

folhas das espécies avaliadas.
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CAPITULO 6 - CONCENTRACAO E FORMULACAO DE BIOHERBICIDA

Neste Capitulo é apresentado o artigo relacionado ao processo de concentragdo do caldo
fermentado do fungo Phoma dimorpha por processo de separa¢do por membranas e também a
producdo de formulagdes, geradas pela mistura de diferentes 6leos vegetais com os adjuvantes
Span®80, Tween®80 e a fracdo retida proveniente das membranas de ultrafiltracéo,
microfiltracdo e nanofiltracdo, com o objetivo de potencializar a ag&o bioherbicida do caldo

concentrado.

6.1. ARTIGO VIII: ACAO FITOTOXICA DE METABOLITOS DE Phoma dimorpha NO
CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS: CONCENTRACAO POR MEMBRANAS,
FORMULACAO E APLICACAO

O presente artigo foi submetido para publicacdo em periddico cientifico da area.

Resumo: Dentre as alternativas de controle de plantas daninhas destaca-se o controle biolégico
gue tem como base o0 uso de metabdlitos secundarios provenientes da fermentacdo de
microrganismos, sendo o grupo dos fungos endofitos os mais investigados. Para estabelecer o
uso dos metabdlitos secundarios no controle bioldgico, além de concentrar e realizar teste de
eficacia, é necessario desenvolver formulagbes que proporcionem ao produto final,
estabilidade, molhabilidade, espalhabilidade e penetracdo. O objetivo deste trabalho foi
concentrar por membranas poliméricas e formular o caldo fermentado concentrado do fungo
Phoma dimorpha para potencializar a ag&o bioherbicida. O caldo fermentado foi concentrado
por membranas de ultrafiltracdo (UP010), microfiltracdo (MP0O05) e nanofiltracdo (NP010). Em
sequida, foi selecionada a fracdo retida de cada membrana que apresentou maior efeito
fitotoxico sobre folhas de Cucumis sativus. A partir destas fracdes, foram produzidas as
diferentes formulagdes, por meio da mistura com diferentes 6leos vegetais (6leo de palma, soja
e canola) e com os adjuvantes Span®80 e Tween®80. A eficicia destas formulacdes foi
avaliada mediante aplicacdo sobre as espécies de plantas daninhas: Amaranthus cruentus,
Bidens pilosa, Echinochloa sp., Senna obtusifolia. A concentragdo do caldo fermentado do
fungo Phoma dimorpha por processo de separacdo por membranas mostrou-se eficiente, visto
que reduziu a tensdo superficial da fracdo retida, ficando abaixo dos valores do caldo bruto, e

elevou a tensdo superficial da fracdo permeada, ficando acima do caldo bruto e préximo da
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tensdo da &gua. O processo de concentracdo intensificou o efeito fitotoxico do caldo
concentrado (fracdo retida) sobre folhas destacadas de C. sativus independentemente do
processo utilizado. As fracOes retidas que ocasionaram maior efeito fitotoxico sobre folhas
destacadas de C. sativus para o processo de concentragdo com a membrana UP010 foi o Ensaio
7 (4 bar e 25 °C), com a membrana MPOO05 foi o Ensaio 2 (3,5 bar e 30 °C) e com a membrana
NP010 foi 0 Ensaio 4 (8,5 bar e 20 °C). As formulagdes do caldo concentrado provenientes de
cada membrana, independente do 6leo vegetal e da espécie de planta daninha alvo, ocasionaram
injurias desde pequenas manchas, amarelecimentos e necrose nas folhas, até danos a gema
apical, paralizacdo do crescimento e por fim morte de algumas plantas. As formulagfes com a
fracdo retida do caldo proveniente da membrana de nanofiltragdo (NP010) ocasionaram maior

fitotoxidade e reducdo na altura das plantas daninhas.

Palavras chave: Controle Biol6gico. Phoma dimorpha. Membranas poliméricas. Amaranthus
cruentus. Bidens pilosa. Echinochloa sp. Senna obtusifolia.

Abstract: Among the weed control alternatives, stands out the biological control based on the
use of secondary metabolites from the fermentation of microorganisms, being the group of
endophyte fungi the most investigated. To establish the use of secondary metabolites in
biological control, in addition to concentrating and performing efficacy testing, it is necessary
to develop formulations that provide the end product with stability, wettability, spreadability
and penetration. The objective of this work was to concentrate by polymeric membranes and
formulate the fermented broth of Phoma dimorpha fungus to potentiate the bioherbicidal action.
Subsequently, the fermented broth was concentrated by ultrafiltration (UP010), microfiltration
(MPO005) and nanofiltration (NP010) membranes. Then, the retentate fraction with the highest
phytotoxic effect on Cucumis sativus leaves was selected. From these fractions the different
formulations were produced by mixing with different vegetable oils (palm oil, soybean and
canola) and with the adjuvants Span®80 and Tween®80. The effectiveness of these
formulations was evaluated by applying them to the weed species Amaranthus cruentus, Bidens
pilosa, Echinochloa sp., Senna obtusifolia. The concentration of fermented broth of Phoma
dimorpha fungus by membrane separation process was efficient, since it reduced the surface
tension of the retentate fraction, being below the values of the raw broth and increased the
surface tension of the permeated fraction, being above the broth. rough and close to the water
tension. The concentration process intensified the phytotoxic effect of concentrated broth

(retentate fraction) on detached leaves of C. sativus independent of the membrane used. The
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retentate fraction that caused the greatest phytotoxic effect on detached leaves of C. sativus for
the concentration process with the UP010 membrane were Test 7 (4 bar and 25 °C), with the
MP0OO05 membrane was Test 2 (3.5 bar and 30 °C) and with NPO10 membrane was Test 4 (8.5
bar and 20 °C). The concentrate broth formulations from each membrane, regardless of the
vegetable oil and the target weed species, caused injuries ranging from small spots, yellowing
and leaf necrosis, to damage to the apical bud, growth paralysis and eventually death of some
plants. The formulations with the concentrated fraction of the broth from the nanofiltration

membrane (NP010) caused greater phytotoxicity and reduction in weed height.

Key words: Biological Control. Phoma dimorpha. Amaranthus cruentus. Bidens pilosa.

Echinochloa sp. Senna obtusifolia.

6.1.1. Introducao

Nas Ultimas décadas, as plantas daninhas vém causando perdas consideraveis na
producdo agricola. A principal forma de manejo destas plantas é o controle quimico. Este
controle baseia-se na aplicagdo de herbicidas sintéticos. No entanto, seu uso a longo prazo, pode
ocasionar a evolucdo da resisténcia a herbicidas em espécies de plantas daninhas (YASUOR et
al., 2008). Com base nesta problematica, pesquisas vém sendo desenvolvidas nos altimos anos
com o intuito de produzir bioherbicidas, a fim de reduzir a dependéncia por produtos quimicos
e um maior uso de produtos biolégicos nos sistemas agricolas, pelo fato de serem
biodegradaveis, seletivos a outros organismos, seguros ao meio ambiente e ao homem (LEE et
al., 2013; BO et al., 2019).

O controle bioldgico mostra-se como uma alternativa que permite a substituicdo, mesmo
que gradativa do uso de agrogquimicos. Esta medida de controle consiste na manipulacdo do
ambiente produtivo para aumentar a sobrevivéncia e o desempenho dos inimigos naturais, bem
com na utilizacdo de compostos presentes em extratos de plantas e em caldos fermentados de
microrganismos, que apresentem atividade bioldgica e que venham reduzir populacdes de
insetos, patdgenos e plantas daninhas (VENZON et al., 2006; CHAGAS, et al. 2014).

O uso de compostos secundarios é tido como mais uma forma potencial de controle
bioldgico. Atualmente pouco se conhece sobre a composic¢ao quimica dos caldos fermentados
de microrganismos, para que estes venham a ser utilizados no controle bioldgico. Os
metabolitos secundarios produzidos pelos fungos, bactérias e actinomicetos séo as fitotoxinas.

Dentre estes microrganismos, os fungos sao os mais estudados, pois diversos fungos endofiticos
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possuem a capacidade de produzirem substancias toxicas (BAQUE et al., 2012; GHOSHEH,
2005).

Fungos endofiticos s@o microrganismos que residem nos tecidos de suas plantas
hospedeiras e ndo causam sintomas aparentes da doenca. Verificou-se que os metabolitos
secundarios produzidos por fungos endofiticos possuem expressiva atividade bioldgica (GAO
et al., 2013). Entre eles, o género Phoma é um dos contribuintes importantes, que podem
produzir diversas substancias quimicas com varios tipos de atividade bioldgica (CIMMINO et
al., 2013; SANG et al., 2017; TAN et al., 2018).

A mistura de produtos fitossanitarios com adjuvantes pode ter um efeito aditivo ou
sinérgico quando o efeito dos produtos das misturas aumenta a eficiéncia no controle. Ou ainda,
pode ocorrer o efeito antagbnico quando o efeito da mistura diminui o efeito do produto
fitossanitario (ANTUNIASSI & BOLLER, 2011). Assim, é de fundamental importancia obter
conhecimento das caracteristicas fisico quimicas dos produtos e estudar o comportamento dos
produtos em misturas. Os 0Oleos vegetais e minerais quando estdo na funcdo de adjuvantes
podem favorecer o espalhamento e a absor¢do por apresentarem uma porcentagem variavel de
surfactante em sua composicdo, em media de 5 a 9%, reduzindo a taxa de degradacdo do
ingrediente ativo do produto fitossanitario e a tensdo superficial da calda de aplicacdo. Os dleos
vegetais sdo provenientes do processamento de grdos (MENDONCA et al., 2007).

Zhang et al. (2003), determinaram se certos surfactantes (Tween: 20, 40, 80 e Tergitol
NP série: 9, 10) e adjuvantes (sorbitol e gelatina) seriam componentes Uteis em formulagdes de
bioherbicidas de Colletotrichum sp. (10 isolados) e Phoma sp. (5 isolados). O efeito dos
adjuvantes sobre a germinacdo de esporos e crescimento micelial variou com os adjuvantes. O
Tween 20 reduziu a germinagdo e crescimento micelial em alguns isolados de Phoma sp. e
Colletotrichum sp., enquanto que o Tween 40 e o Tween 80 estimularam a germinacdo sem
efeitos negativos sobre o crescimento micelial de todos os isolados. Tergitol NP muitas vezes
reduziu a germinagdo e crescimento micelial, e ndo houve tendéncias nas respostas fangicas
para sorbitol. As respostas de Colletotrichum sp. foram altamente variaveis para gelatina, mas
para 0 Phoma sp., gelatina aumentou a germinacdo e crescimento micelial. Em resumo, a
gelatina, o Tween 40, e 0 Tween 80 eram componentes Uteis para formulagdes de bioherbicidas
para aumentar a germinacao de esporos e crescimento micelial de Phoma sp., enquanto que o
Tween 40 e o Tween 80 foram Uteis para Colletotrichum sp.

Green et al. (2007) relataram a utilizacdo de tensoativos e surfactantes nas suspensoes
liquidas dos bioherbicidas ou dissolvidos em micelas, o que provoca o aparecimento de

emulsdes para melhorar a eficiéncia do bioherbicida. Os surfactantes podem ser classificados
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em grupos com base em sua ioniza¢do em agua e isso pode dar alguma pista sobre como um
novo surfactante vai se comportar em um ambiente de controle bioldgico.

Diante do exposto, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de concentrar por
membranas planas poliméricas de diferentes tamanhos de poros e formular com diferentes 6leos
vegetais e adjuvantes o caldo fermentado do fungo Phoma dimorpha para potencializar sua
acdo fitotoxica.

6.1.2. Material e Métodos
6.1.2.1. MICRORGANISMO: MANUTENCAO E CONSERVACAO DA CEPA

O microrganismo utilizado nas fermentacbes foi o fungo Phoma dimorpha (NRRL
43879). As cepas deste fungo foram obtidas junto ao National Center for Agricultural
Utilization Research — EUA (ARS) e mantidas na cole¢do do laboratério o Biotec Factory do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria,
RS.

A preservacao do fungo P. dimorpha foi realizada pelo método de fragmentos de papel-
filtro, de acordo com o método Alfenas e Mafia (2007). Inicialmente, fragmentos de papel
contendo o micélio do fungo e armazenados em microtubos de 2 mL do tipo Eppendorf a -15
°C, foram transferidos para placas de Petri contendo meio de cultura Agar Batata Dextrose

(BDA), sendo mantidos em estufa bacteriologica a temperatura de 28 °C na auséncia de luz.

6.1.2.2. PROCESSO FERMENTATIVO E CONDIQC)ES DE CULTIVO

O processo fermentativo utilizado foi a fermentacdo submersa. O meio liquido de
cultivo utilizado no processo de fermentacdo era composto por: extrato de batata 200 g/L,
dextrose 20 g/L, peptona 10 g/L, extrato levedura 7,5 g/L, sulfato de aménio ((NH4).SO0a) 2
g/L, sulfato ferroso (FeSO4.7H20) 1g/L, sulfato de magnésio (MgSQOa4) 0,5 g¢/L, sulfato de
manganés (MnS0O4.H20) 1g/L (PARA et al., 2005; ZHANG et al., 2012).

Apos o preparo do meio de cultivo, o pH foi corrigido para 6,0. Em seguida 130 ml do
meio foram transferidos para frascos Erlenmeyers de 250mL. Estes foram posteriormente
esterilizados em autoclave a 121 °C por 30 minutos. Apos a reducdo da temperatura, foram
transferidos 2 discos (6 mm) de micélio fungico, cultivado em meio BDA, para erlenmeyers
contendo 130 mL de meio liquido de cultivo esterilizado. Os erlenmeyers foram mantidos a
uma temperatura de 28 °C e uma agitagdo de 120 rpm por um periodo de 10 dias (New

Brunswick, Innova 44R), de acordo com metodologia descrita por Klaic et al. (2017). Apds este
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periodo de incubacdo, foi realizada a separagdo da biomassa do caldo fermentado do fungo, de
modo a obter um caldo fermentado sem células, em seguida armazenado em freezer a -4 °C

para posteriores avaliacoes.

6.1.2.3. CONCENTRAQAO POR MEMBRANAS DO CALDO FERMENTADO

Os ensaios de concentragdo do caldo fermentado bruto do fungo P. dimorpha foram
realizados utilizando membranas planas de ultrafiltracdo (UF), microfiltracdo (MF) e
nanofiltracdo (NF). O sistema de filtracdo foi operado em filtragdo convencional (dead end
filtration). Foram utilizadas membranas poliméricas planas, adquiridas da NADIR® membranes
sendo suas especificacOes apresentadas na Tabela 1. As membranas foram cortadas em discos
planos com érea de 0,001018 m2. O condicionamento foi feito pela imersdo das membranas em

agua destilada.

Tabela 1 - Caracteristicas das membranas utilizadas neste trabalho.

Membrana x Fluxo de agua
Classe? Polimero Codigo MWCO ou Retengao (L/m? h)
UF PESP UP010 10 kDa >150
MF PESP MPO005 0,05 pm >800
NF PESP NP010 25 — 55 % Na S04 >200

aUF: ultrafiltracdo, MF: microfiltracdo e NF: nanofiltracéo.
bPES: poli(éter sulfona).

A vista geral da unidade experimental utilizada para os ensaios, esta apresenta na Figura
1. O sistema foi operado em modo convencional (dead end filtration), sendo que a amostragens
foram coletadas em intervalos de 10 minutos durante a execug¢ao dos ensaios.

O aparato experimental utilizado para concentrar o caldo fermentado do fungo P.
dimorpha utilizando membranas planas apresenta os seguintes componentes: a) Cilindro de
Nitrogénio comprimido 2.2, capacidade de 6 m3 (Air Liquide); b) VValvula reguladora de pressdo
de duplo estagio com dois manémetros acoplados; c) Banho ultratermostatico (Solab, SL-152);
d) Mddulo de filtracdo convencional (dead end filtration) de aco inoxidavel 304 com capacidade
de 500 mL. O modulo possui duas conexdes superiores, sendo uma utilizada para conectar-se
a linha de nitrogénio (responsavel pela pressurizacdo do sistema) no médulo de membranas,
outra para conectar-se o retorno da agua do banho ultratermostatico. A parte inferior possui
duas conexdes, sendo uma utilizada para retirada de permeado e a outra para entrada de agua
do banho ultratermostatico. Tanto a parte superior quanto a inferior do médulo possuem um

anel de vedacdo de borracha buna, sendo estes os responsaveis pela vedacdo do modulo
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impedindo vazamentos internos ou externos; e ) Agitador magnético com aquecimento (Solab,
SL-91).

B
“l

&
[

Figura 1 - (A) Diagrama esquematico do aparato experimental (A - cilindro de Nitrogénio; B
- valvula reguladora de pressao de duplo estagio acoplada aos dois manémetros; B1 — valvula
de abertura do cilindro; B2 — valvula de pressurizacdo do géas; C - banho ultratermostatizado; D
- modulo de separa¢do com membrana tipo plana e E - frasco coletor de permeado. (B) Aspecto
visual da unidade experimental utilizada para concentracdo do caldo fermentado do fungo P.

dimorpha utilizando membranas planas. Fonte: o autor

Inicialmente realizava-se a montagem do mdédulo de filtracdo, com o ajuste das
membranas em discos planos (0,001018 m?) na parte inferior da célula de permeacéo, seguido
do disco suporte de aco perfurado, subsequentemente a colocacdo do anel de vedagdo. Apds a
colocacdo do anel aparafusava-se os quatro parafusos para garantir a vedacao da parte inferior
do modulo. Com a montagem da parte inferior finalizada, realizava-se a adi¢cdo da amostra,
mais a barra magnética no modulo de filtracdo, seguido do anel de vedacao da parte superior e
rosqueava-se a parte superior do mddulo. Posteriormente 0 modulo era depositado sobre o
agitador magnético, e conecta-se as mangueiras de fluxo de agua do banho ultratermostatico
para controle da temperatura dos ensaios.

Os ensaios iniciavam-se com a estabilizacdo da temperatura de trabalho do banho
ultratermostatico (baseado no planejamento de experimentos), por um periodo de 30 minutos.
Em seguida, realiza-se a abertura da valvula (B1) do cilindro de nitrogénio (A). Apds 10
minutos realiza-se o fechamento da segunda valvula (B2), de modo a pressurizar o médulo de

membranas, em uma pressdo pré-estabelecida para cada ensaio.
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Nos ensaios laboratoriais foi utilizado um planejamento experimental composto central
22 com trés repeticGes no ponto central, constituido por quatro ensaios lineares nos niveis - 1 e

+ 1 e trés ensaios no ponto central (Tabela 2).

Tabela 2 - Planejamento experimental Composto Central 22 com trés repeticdes no ponto
central, para membrana de ultrafilragdo (UP010), microfiltacdo (MPO0O05) e nanofiltracdo
(NP010).

Ensaios Pressao (bar) Temperatura (°C)
UP010
1 2 (-1) 20 (-1)
2 2(-1) 30 (+1)
3 6 (+1) 30 (+1)
4 6 (+1) 20 (-1)
5 4 (0) 25 (0)
6 4 (0) 25 (0)
7 4 (0) 25 (0)
MPO005
1 3,5 (-1) 20 (-1)
2 3,5(-1) 30 (+1)
3 6,5 (+1) 30 (+1)
4 6,5 (+1) 20 (-1)
5 5 (0) 25 (0)
6 5 (0) 25 (0)
7 5 (0) 25 (0)
NPO010
1 5,5 (-1) 20 (-1)
2 55(-1) 30 (+1)
3 8,5 (+1) 30 (+1)
4 8,5 (+1) 20 (-1)
5 7(0) 25 (0)
6 7 (0) 25 (0)
7 7 (0) 25 (0)

Apdbs a montagem do aparato experimental, em seguida media-se a permeabilidade
hidraulica das membranas com base no fluxo de agua destilada. Os dados de permeabilidade
hidraulica antes do uso das membranas sdo considerados como base para avaliar a necessidade
de limpeza destas ap0s o uso. Quando constatado reducdo da permeabilidade hidraulica era
superior a 5%, realizava-se a limpeza quimica das membranas.

Inicialmente as membranas eram lavadas com agua destilada, em triplicata (sem
pressurizacdo do modulo). Em seguida realiza-se a limpeza quimica oxidante, com 250 mL de
uma solucdo de hipoclorito de s6dio (2000 mg L), durante 25 minutos a uma temperatura de

40 °C, com agitacdo magnética. Na sequéncia, realiza-se 0 enxague com agua destilada, durante
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10 minutos a uma temperatura de 25 °C, com agitacdo magnética. Todas as etapas foram dos
processos foram realizadas em triplicata.

Ap0s o enxague, realizava-se as medidas de permeabilidade hidraulica (dgua destilada,
nas pressdes de 1,5, 3,0, 4,5 e 6,0 bar), para verificar se o fluxo de permeado era semelhante
aos dados fornecidos pelo fabricante da membrana, em uso. Apds estas etapas as membranas

foram mantidas em agua destilada até seu uso.

6.1.2.4. Avaliacbes

Ap0s a obtencdo das fracdes permeadas e retidas do caldo fermentado provenientes do
processo de concentracdo por membranas as fragdes foram submetidas as seguintes analises:

- pH: foi determinado por meio de um medidor de pH (Systronics, 61) a temperatura
ambiente;

- Tensdo Superficial: foi determinada em um tensibmetro da marca Kruss, KB,
empregando o método de anel Du Nouy. O tensidmetro era calibrado com agua milli-Q;

- Fitotoxidade em folha destacada: nesta analise foram coletadas folhas jovens de
Cucumis sativus. Estas folhas eram dispostas em caixas gerbox previamente desinfetadas com
etanol 70% e forradas com duas folhas de papel filtro umedecidas com &gua destilada, para
evitar o ressecamento das folhas. A aplicacdo das fracGes retidas e permeadas provenientes da
concentracédo do caldo fermentado do fungo Phoma dimorpha pelas diferentes membranas, foi
realizada com o auxilio de uma pipeta automatica, adicionando-se 3 mL sobre algod&o envolto
ao peciolo das folhas. Em seguida as caixas gerbox eram acondicionadas em camara incubadora
tipo BOD com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro (PEDRAS;
AHIAHONU, 2004).

A avaliacdo da eficacia das fracGes retidas e permeadas foram estimadas visualmente
no 6° dia apds a aplicacdo. Nesta avaliacdo foi observada a incidéncia e intensidade de lesdes,
com base na escala estabelecida pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Ervas Daninhas
(SBCPD, 1995). (Tabela 3).
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Tabela 3 — Escala de fitotoxicidade (% danos) em folhas destacadas e plantas, desenvolvida
com base nos conceitos aplicados as avalia¢des de toxicidade.

% de danos Descricdo das principais categorias
0-20 Nenhuma leséo ou efeito
20 - 40 Lesdo ligeira e/ou reducéo do crescimento com recuperacao rapida
40 - 60 Lesdo moderada e/ou reducdo do crescimento com recuperacéo lenta ou definitivo
60 - 80 Lesdo grave e/ou reducao de crescimento nao recuperavel e / ou reducédo do stand
80 - 100 Destruicdo completa da colheita ou apenas algumas plantas vivas

Fonte: SBCPD (1995).

6.1.2.4. FORMULACAO
Com base no teste em folhas destacadas de C. sativus foi selecionado a fracdo de cada

membrana que ocasionou maior efeito fitotdxico. As fracbes selecionadas foram utilizadas para

producdo das formulagoes.

> Materiais

As formulacGes foram realizadas por meio do preparo de emulsdes utilizando-se como
mistura os adjuvantes Span®80 (Equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL= 4,3), Tween®80 (EHL=

15) e diferentes 0leos vegetais, conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Descrigéo das formulagdes, nas diferentes concentra¢des do caldo fermentado bruto

sem células do fungo P. dimorpha em mistura com os adjuvantes e os diferentes 6leos vegetais.

Oleo (g) Span®80  Tween®80
Formulacdes EHL
Tipo (9) (9) (9)

Agua Destilada - - - - -
Caldo Bruto - - - - -
T1 (UP010) Palma 0,82 0,0576 0,2224 12,8
T2 (MP0O05) Soja 0,82 0,0576 0,2224 12,8
T3 (NP010) Canola 0,82 0,0576 0,2224 12,8

Cl Palma 0,82 0,0576 0,2224 12,8
C2 Soja 0,82 0,0576 0,2224 12,8

C3 Canola 0,82 0,0576 0,2224 12,8




161

> Procedimento experimental

Inicialmente realizou-se a pesagem, misturou-se o Span®80 ao 6leo especifico da
formulagdo (mistura A), com o auxilio do homogeneizador Turrax a 7000 rpm por 1 min. Da
mesma forma, foi realizada a mistura do caldo fermentado concentrado ao Tween®80 por 1
min (mistura B). Apds esse procedimento, a mistura A foi adicionada aos poucos a mistura B e
manteve-se em agitacdo por 5 min (BASTOS et al, 2017; TODERO et al., 2018).

> AvaliacOes

As formulagdes produzidas foram submetidas as anélises de:

- pH: determinado verificado por meio de um medidor de pH (Systronics, 61) a
temperatura ambiente;

- Tensdo Superficial: foi determinada em um tensidmetro da marca Kruss, KB,
empregando o método de anel Du Nouy, o tensiémetro foi calibrado com agua mili-Q;

- Fitotoxidade em plantas: Em po6s-emergéncia foi avaliado a acdo fitotoxica das
diferentes formulacbes. Este ensaio foi realizado em casa de vegetagdo, com ambiente
controlado, localizada na Universidade Federal de Santa Maria (Santa Maria, RS, Brasil).
Realizou-se o cultivo de diferentes plantas daninhas, caruru roxo (Amaranthus cruentus), picao
preto (Bidens pilosa), capim-arroz (Echinochloa sp.) e mata-pasto (Senna obtusifolia) para
posterior aplicacdo e avaliacdo das diferentes formulacdes.

Cada tratamento foi composto por dez plantas, considerando-se cada planta uma
repeticdo (unidade experimental). Cada unidade experimental foi composta por um vaso de
polietileno com volume de 200 mL, preenchido com substrato comercial Macplant®.
Inicialmente foram semeadas trés sementes em cada vaso, e ap6s a emergéncia das plantulas,
foi realizado o desbaste sendo mantida apenas uma planta por vaso, as quais foram mantidas e
cultivadas até o final do ensaio.

A aplicacgéo das diferentes formulagdes do caldo fermentado concentrado do fungo P.
dimorpha foi realizada aproximadamente 15 dias ap6s a emergéncia das plantulas (DAE),
momento em que as plantas apresentavam um par de folhas completamente expandidas. A
aplicacdo foi realizada com um pulverizador costal/manual, pressurizado com CO2, com barra
de dois bicos do tipo leque (RX 11002 / TEEJET), espacados 0,50 m, atingindo faixa de
aplicacdo de 1m, a uma presséo de trabalho de 40 libras.pol?e velocidade de caminhada durante

o spray de 1m s e um volume de calda de 300 L ha™.
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A avaliacdo da eficicia das formulagdes das fracGes retidas do caldo fermentado
concentrado do fungo P. dimorpha foi realizada 15 dias ap0s a aplicacdo, com base na escala
desenvolvida pela Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD, 1995;
TODERO et al., 2018a), atribuindo notas de 0 a 100% de fitotoxidade. Além desta avaliacdo
também foi estimada a altura de planta (AP -cm).

Os dados coletados foram submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade dos
erros, e posteriormente ao teste F da andlise de variancia (ANOVA). As médias foram
comparadas pelo teste Tukey, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade de erro (p<0,05). Foi

utilizado o programa estatistico Sisvar versao 5.6 para as anélises (FERREIRA, 2014).

6.1.3. Resultados e Discussao

6.1.3.1. CONCENTRAC}AO DO CALDO FERMENTADO POR MEMBRANAS

Ao analisar a tensdo superficial, observou-se diferenga significativa (p<0,05), entre a

agua destilada, o caldo bruto e os ensaios de concentracdo para todas as membranas avaliadas
(Tabela 5).
Constatou-se que as fracOes permeadas do caldo fermentado provenientes de todas as
membranas, apresentaram tensdo superficial proxima a da agua e superior ao do caldo bruto, o
que evidencia a eficiéncia do processo de separacdo por membranas em concentrar o caldo
fermentado do fungo P. dimorpha, visto que as tensdes superficiais das fracdes retidas foram
inferiores a do caldo bruto (Tabela 5). Resultados semelhantes foram citados por Todero et al.
(2018a), avaliando a concentracdo de metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo Phoma
sp. por processo fermentativo submerso, verificaram para o caldo fermentado bruto, valores
médios de 49,79 mN m™.

A concentracdo do caldo fermentado do fungo Phoma dimorpha por processo de
separacao por membranas mostrou-se eficiente, visto que reduziu a tenséo superficial da fracdo
retida, ficando abaixo dos valores do caldo bruto e elevou a tensdo superficial da fracdo
permeada, ficando acima do caldo bruto e proximo da tensdo da agua. O processo de
concentracgdo intensificou o efeito fitotoxico do caldo concentrado (fracdo retida) sobre folhas
destacadas de C. sativus independente da membrana utilizada.

A tenséo superficial de acordo com Silva et al. (2006) € a forca que existe na superficie
dos liquidos. Essa tensdo se deve as fortes ligacOes intermoleculares, as quais dependem das
diferencas elétricas entre as moléculas, e pode ser definida como a forga por unidade de

comprimento que duas camadas superficiais exercem uma sobre a outra.
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A tensdo superficial da agua utilizada nos ensaios deste experimento foi semelhante aos
observados Montorio (2004). Tal autor relatou que a 4gua apresenta elevada tensdo superficial
(em torno de 72 mN mY), gerando uma baixa capacidade de retencdo na cuticula das plantas,
quando utilizada no preparo da calda de aplicacao de produtos fitossanitarios, o que reduz a
eficacia de produtos formulados com elevada tenséo superficial.

Os resultados encontrados neste trabalho séo satisfatdrios em relagéo a utilizacdo do
processo de separacdo por membranas para a concentracao de compostos bioativos oriundos de
processos fermentativos de microrganismos. Este processo justifica sua utilizacéo, visto que a
reducéo da tenséo superficial da fragdo retida vai influenciar na producéo e formulagéo de um
produto fitossanitério bioldgico.

A tensdo superficial é dentre as propriedades fisico quimicas que podem alterar a
eficiéncia de uma calda de aplicacdo e até mesmo a formulacdo de produtos fitossanitarios.
Além da tensdo superficial, a viscosidade e o0 pH séo sensiveis as alteracdes provocadas pelos
adjuvantes, adicionados para a formulacdo dos produtos, que pode gerar reducgdo da eficacia
deste sobre os organismos alvos (plantas daninhas e fungos). Desse modo é essencial conhecer
a tensdo superficial e o pH do caldo fermentado bruto do fungo P. dimorpha, além do caldo
permeado e do retido proveniente do processo de concentragdo por membrana, para posterior
formulagdo de um produto fitossanitario biolégico em forma de emulséo (STOCK; BRIGGS,
2000).

Ao compararmos a menor tensdo superficial da fragdo retida (50,96 mN m™) do caldo
fermentado do fungo P. dimorpha encontrada neste trabalho, com produtos fitossanitarios
quimicos, observou-se que a fragdo retida sem nenhuma formulacédo apresenta valores de tensdo
superficial préximos ao de produtos quimicos ja formulados com adi¢do de adjuvantes. Cunha
et al. (2017) avaliaram o comportamento da associa¢do entre produtos fitossanitarios e
adjuvantes de uso agricola na tensdo superficial, pH e condutividade elétrica da calda. Estes
autores obtiveram valores de tenséo superficial para o fungicida epoxiconazol + piraclostrobina
de 35,35 mN m quando em mistura com o adjuvante éster metilico de 6leo de soja e para o
herbicida glifosato valores minimos de 35,35 mN m™ quando em mistura com o adjuvante 6leo

mineral.
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Tabela 5 - Tenséo superficial (TS - mN m™) e pH da dgua destilada, do caldo fermentado bruto
do fungo P. dimorpha e das fragdes permeadas e retidas provenientes da concentragéo do caldo
por membrana de ultrafilracdo (UP010), microfiltacdo (MP005) e nanofiltracdo (NP010).

TS (MmN m™) pH
Condicgao Fracao Fracao Fracdo Fracdo
Permeada Retida Permeada Retida
UP010
Agua Destilada 76,93E 76,93A 6,00A 6,00A
Caldo Bruto 62,05A 62,05B 5,61B 5,85B
Ensaio 1 (2 bar/20 °C) 73,00DE 62,91B 5,70B 6,17AB
Ensaio 2 (2 bar/30 °C) 61,41A 62,72B 5,66B 5,66B
Ensaio 3 (6 bar/30 °C) 71,34CD 63,15B 5,30C 6,01AB
Ensaio 4 (6 bar/20 °C) 67,68BC 63,77B 5,37C 6,53A
Ensaio 5 (4 bar/25 °C) 69,51CD 50,96D 5,39C 6,44A
Ensaio 6 (4 bar/25 °C) 72,28DE 50,96D 5,39C 6,17AB
Ensaio 7 (4 bar/25 °C) 63,66AB 51,67D 5,78B 6,59A
MP005
Agua Destilada 76,93A 76,93A 6,00A 6,00A
Caldo Bruto 62,05DE 62,05B 5,66ABC 5,66A
Ensaio 1 (3,5 bar/20 °C) 71,80B 58,71C 5,44BCD 5,75A
Ensaio 2 (3,5 bar/30 °C) 60,21E 56,52C 5,18D 6,03A
Ensaio 3 (6,5 bar/30 °C) 70,14BC 55,95C 5,22CD 6,46A
Ensaio 4 (6,5 bar/20 °C) 66,48CD 57,57C 5,32BCD 6,51A
Ensaio 5 (5 bar/25 °C) 68,31BC 49,76D 5,44BCD 6,03A
Ensaio 6 (5 bar/25 °C) 71,08B 49,76D 5,68ABC 6,44A
Ensaio 7 (5 bar/25 °C) 62,46E 50,47D 5,73AB 6,30A
NP010
Agua Destilada 76,93A 76,93A 6,00A 6,00D
Caldo Bruto 62,05B 62,05B 5,66C 5,66E
Ensaio 1 (5,5 bar/20 °C) 70,32AB 57,23B 5,41E 5,93D
Ensaio 2 (5,5 bar/30 °C) 58,73B 59,04B 5,42E 6,00D
Ensaio 3 (8,5 bar/30 °C) 68,66AB 56,47B 5,51D 6,61B
Ensaio 4 (8,5 bar/20 °C) 65,00AB 56,09B 5,47DE 6,18C
Ensaio 5 (7 bar/25 °C) 66,83AB 46,28C 5,78B 5,66E
Ensaio 6 (7 bar/25 °C) 69,60AB 49,28C 5,87B 6,74A
Ensaio 7 (7 bar/25 °C) 60,98B 45,44C 5,67C 6,03B

*Valores seguidos de mesma letra, maidsculas na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, em nivel
de significancia de 5% (Sisvar).

Na Tabela 6, é apresentada a porcentagem de fitotoxidade em folhas destacadas de
Cucumis sativus submetidas a aplicacdo das fragdes permeadas e retidas do caldo fermentado
do fungo P. dimorpha proveniente da concentracdo pelas diferentes membranas. Observou-se
lesBes severas nas folhas destacadas de C. sativus, com amarelecimento e necrose acentuada
(Figura 2), 9 dias apés a aplicagdo das fracdes retidas provenientes da concentracdo pelas

diferentes membranas. Para a membrana UP010 a fracdo retida que ocasionou maior efeito
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fitotoxico foi a proveniente do Ensaio 6 (4 bar e 25 °C), para a membrana MP0O05 o Ensaio 7 (5
bar e 25 °C) e para a concentracdo pela membrana NP010 Ensaio 4 (8,5 bar e 20 °C).

De modo geral, os efeitos fitotoxicos ocasionados pela aplicacdo das fracdes retidas
provenientes do processo de concentracdo pelas membranas de ultrafiltracdo (UF010),
microfiltracdo (MFO005) e nanofiltracdo (NF010) foram superiores aos observados para as
fragOes permeadas e para o controle positivo (caldo fermentado bruto) (Tabela 6). Resultados
similares foram descritos por Todero et al. (2018b), que ao avaliarem a influéncia da
concentracdo por microfiltracdo com membrana de fibra oca, no aumento da atividade herbicida
caldo fermentado de Phoma sp. Para isso o caldo fermentado foi aplicado fragdes retidas e
permeadas sobre folhas destacadas de Cucumis sativus, a fracdo retida (concentrado) 30% foi
a que ocasionou os danos mais severos as folhas de C. sativus ao ser comparado com o caldo
bruto.

Em um ensaio de aplicacdo em folhas destacadas de Cucumis sativus, Luft et al. (2019),
para avaliar o aumento da acdo de biopolimeros extracelulares produzidos por Phoma sp. em
diferentes métodos de concentracdo (membranas de fibra oca de ultra e microfiltracéo),
observaram que a concentracdo destes compostos por membrana de fibra oca gerou maiores
danos nas folhas destacadas de C. sativus quando comparado com 0s outros métodos.

Vikrant et al. (2006) e Cimmino et al. (2013) avaliaram a eficacia da aplicacdo dos
metabdlitos produzidos por diferentes espécies de fungos Phoma sp., obtidos por fermentacédo
submersa sobre folhas destacadas de plantas de Parthenium hysterophorus (Losna branca),
Cirsium arvense (cardo-rasteiro) e Setaria viridis (milha-de-cabecinha), respectivamente. Eles
observaram rapido amarelecimento e clorose, seguida por necrose e morte das folhas.
Posteriormente Evidente et al. (2015), ao testarem o efeito da aplicacdo de metabdlitos
produzido pelo fungo Phoma chenopodiicola, em folhas de Stellaria media (Morugem), Urtica
dioica (Urtiga), Sonchus arvensis (Serralha), Parietaria officinalis (Fura-paredes), Lactuca
serriola (alface-brava), Helianthus annuus (Girassol), descreveram sintomas como: clorose e

necrose nos tecidos foliares.
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Tabela 6 - Teste de fitotoxidade (%) em folhas destacadas de C. sativus, 9 dias apds a aplicacdo
das fracOes permeadas e retidas provenientes da concentragdo do caldo fermentado do fungo P.
dimorpha por membrana de ultrafilracdo (UP010), microfiltacdo (MPO005) e nanofiltracao
(NP010).

Fitotoxidade (%)

Ensaio

Fracdo Permeada Fracdo Retida
UP010
Agua Destilada 0,00G 0,00E
Caldo Bruto 60,00A 60,00C
Ensaio 1 (2 bar/20 °C) 14,75C 74,75B
Ensaio 2 (2 bar/30 °C) 17,13B 72,50B
Ensaio 3 (6 bar/30 °C) 15,00C 70,00B
Ensaio 4 (6 bar/20 °C) 3,00EF 48,75D
Ensaio 5 (4 bar/25 °C) 14,50C 53,75D
Ensaio 6 (4 bar/25 °C) 10,00CD 89,50A
Ensaio 7 (4 bar/25 °C) 7,50DE 70,00B
MPO005
Agua Destilada 0,00E 0,00E
Caldo Bruto 60,00A 60,00C
Ensaio 1 (3,5 bar/20 °C) 0,00E 68,75B
Ensaio 2 (3,5 bar/30 °C) 35,75B 39,25D
Ensaio 3 (6,5 bar/30 °C) 7,50CD 58,25C
Ensaio 4 (6,5 bar/20 °C) 9,75CD 67,75B
Ensaio 5 (5 bar/25 °C) 0,00E 71,38AB
Ensaio 6 (5 bar/25 °C) 11,25C 70,25AB
Ensaio 7 (5 bar/25 °C) 6,65D 73,25A
NP010
Agua Destilada 0,00F 0,00D
Caldo Bruto 60,00A 60,00C
Ensaio 1 (5,5 bar/20 °C) 15,75B 62,75BC
Ensaio 2 (5,5 bar/30 °C) 7,50DE 67,50B
Ensaio 3 (8,5 bar/30 °C) 11,59C 66,75B
Ensaio 4 (8,5 bar/20 °C) 0,00F 90,75A
Ensaio 5 (7 bar/25 °C) 9,75CD 66,75B
Ensaio 6 (7 bar/25 °C) 11,25C 67,25B
Ensaio 7 (7 bar/25 °C) 4,50E 65,00BC

*Meédias seguidas de mesma letra mailscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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Figura 2 — Danos ocasionados em folhas destacadas de C. sativus, 9 dias ap6s a aplicacdo das
fragbes permeadas e retidas provenientes da concentracdo do caldo fermentado do fungo P.
dimorpha por membrana de ultrafiltracdo (UP010), microfiltracdo (MPO005) e nanofiltragdo
(NP010).

6.1.3.2. FORMULACAO

Para tensdo superficial observou-se que em todas as formulagdes houve diferenga entre
0 tratamento e o controle para a tensdo superficial (Tabela 7). Todas as formulacGes
apresentaram menores valores para as tensGes superficiais, quando 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. De acordo com Tang
et al. (2008), baixos valores de tensdo superficial influenciam diretamente na molhabilidade e
no processo de absorcdo do produto na superficie das folhas, elevando assim o efeito fitotoxico
da calda.
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A reducdo da tensdo superficial pode esta relacionada a presenca e concentracdo de
macromoléculas como os biosurfactantes, expolpolissacarideos ou lipopeptideos. Todero et al.
(2019), ao avaliarem a eficiéncia da concentracao por processo de separac¢do por membranas de
exopolissacarideos produzidos pelo fungo Fusarium fujikuroi, constataram diminuicdo da
tensdo superficial em paralelo ao aumento da concentracdo de exopolissacarideos, além disso
com a diminuicdo da tensdo superficial constatou-se um aumento na fitotoxicidade sobre folhas
de C. sativus.

A baixa tensdo superficial das gotas durante a pulverizacdo, aumenta a superficie de
contato com o alvo bioldgico e melhora os efeitos molhante, espalhante e penetrante do produto
final, além de permitir maior tenacidade as suas moléculas ativas, reduzindo também sua taxa
de biodegradacdo ou fotodegradacdo (VAN ZYL et al., 2010; HILZ; VERMEER, 2013). A
reducdo da tensao superficial da fracdo retida do caldo fermentado do fungo P. dimorpha com
0 processo de concentracdo por membranas pode influenciar na reducéo do uso de surfactantes,
visto que a adi¢do de surfactantes na formulacdo gera um aumento da molhabilidade apos a
deposicdo das gotas no alvo (XU et al., 2010).

Houve diferenca significativa entre os tratamentos aplicados (Tabela 7), sendo que todas
as formulagdes apresentaram valores significativamente menores, quando comparado com o
caldo fermentado bruto (100%v/v - Controle) e com a &gua destilada (Testemunha). Porém o
pH ndo foi influenciado pelas formulacgdes, onde verificou-se que o uso de diferentes 6leos
(Palma, Soja e Canola) ndo influenciou o pH, tendo em vista que ndo foram observadas
diferencas significativas, apresentando valores médios entre 4,3 e 6,4, descartando-se a
possibilidade deste fator ter sido responsavel por alteracGes nos resultados de fototoxidade
(FAVARETTO, 2011).

Resultados semelhantes foram descritos por Cunha et al. (2010), que avaliando o
comportamento de formulagbes geradas pela associacdo entre produtos fitossanitarios e
adjuvantes de uso agricola na tensao superficial, pH e condutividade elétrica, constataram que
todos os produtos fitossanitarios e adjuvantes, de forma associada ou ndo, provocaram reducao
na tensdo superficial da calda em relacdo a 4gua. Green e Beestman (2007) descrevem que
dependendo da composi¢do quimica do formulado, a acdo dos adjuvantes podem causar
aumento, reducéo ou alteracao do pH.

Todero et al. (2018a), avaliando a influéncia do pH de diferentes formulagdes, contendo
diferentes concentra¢fes de caldo concentrado do fungo Phoma sp., 6leo de palma, e os

adjuvantes Span®80 e Tween®80, verificaram que ndo houve diferencas significativas entre
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os tratamentos, sendo que o pH variou entre 5,6 e 6,6, demonstrando que os componentes nio
contribuiram para altera¢@es significativa no pH.

Tabela 7 - Tenséo superficial (TS - mN m™) e pH da agua destilada, do caldo fermentado bruto

do fungo P. dimorpha e das formulagoes.

TS (MmN m?) pH
Tratamento Controle Tratamento Controle
UP010

Agua Destilada 70,21A - 6,00A -

Caldo Bruto 59,94B - 5,66B -
T1 (Oleo de Palma) 26,23C 32,27A 5,31B 6,03A
T2 (Oleo de soja) 26,80C 36,74A 5,558 6,10A
T3 (Oleo de canola) 28,86C 30,66A 5,51B 6,05A

MPO005

Agua Destilada 70,21A - 6,00A -

Caldo Bruto 59,94B - 5,66B -
T1 (Oleo de Palma) 26,76C 36,39A 5,57C 6,12A
T2 (Oleo de soja) 24,88C 36,10A 5,47D 5,95AB
T3 (Oleo de canola) 27,72C 34,60A 5,35E 6,14A

NPO10

Agua Destilada 76,93A - 6,00A -

Caldo Bruto 62,05A - 5,61AB -
T1 (Oleo de Palma) 23,27B 36,39A 5,22C 6,15A
T2 (Oleo de soja) 19,41B 36,10A 5,47C 6,10A
T3 (Oleo de canola) 26,99B 34,60A 5,51C 6,12A

*Valores seguidos de mesma letra, maiusculas na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, em nivel
de significancia de 5% (Sisvar).

Na Tabela 8 é apresentada a comparacdo entre as formulagdes provenientes da fracao
retida de cada membrana, para a variavel fitotoxidade avaliada nas diferentes plantas daninhas
15 dias apos a aplicacdo. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as diferentes formulagdes
(adjuvantes + Oleos vegetais + caldo concentrado), e a aplicacdo destas ocasionaram o
desenvolvimento de sintomas nas folhas de todas as espécies de plantas daninhas, como
pontuacdes clordticas, amarelecimento e necrose, além de causar danos a gema apical
paralisando o crescimento.

Resultados semelhantes foram encontrados por Todero et al. (2018a), que ao avaliarem
o efeito da formulacéo de metabolitos de Phoma sp. com éleo de palma e diferentes adjuvantes,
constataram que as formulagdes potencializaram o efeito bioherbicida sobre plantas daninhas.
A formulacdo que causou os efeitos mais acentuados foi a composta pelos adjuvantes Span®80

e Tween®80, mais o 6leo de palma.
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No Brasil, devido a disponibilidade e baixo custo, o 6leo de soja é o mais utilizado para
formulacdo de produtos fitossanitarios, depois outros, como 6leos de girassol, canola e coco.
Pois estdo atuam eliminando as gorduras que sao barreiras presentes na cuticula das folhas,
permitindo maior penetracdo dos produtos hidrofilos pela cuticula (VARGAS; ROMAN,
2006). Porém, por serem pouco estaveis, a utilizacdo de surfactantes na formulagdo é
necessaria, 0 que pode aumentar os custos do produto. A utilizagdo de adjuvante favorece o
aumento da bioatividade e melhora as propriedades quimicas de uma formulacdo (WEAVER
et al., 2009).
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Tabela 8 - Fitotoxidade (%) em plantas de Echinochloa sp., Amaranthus cruentus, Senna obtusifolia e Bidens pilosa, avaliadas quinze dias apos a

aplicacdo das formulacGes.

Fitotoxidade (%0)
Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento Controle
UPO010
Echinochloa sp. Amaranthus cruentus Senna obtusifolia Bidens pilosa
Agua Destilada 0,00D 0,00C 0,00D 0,00C 0,00D 0,00C 0,00D 0,00C
Caldo Bruto 21,00C 21,00A 21,00C 21,00A 21,00C 21,00A 21,00C 21,00A
T1 (Oleo de Palma) 76,67B 8,56B 67,11A 9,11B 92,72B 21,67A 30,69B 8,67B
T2 (Oleo de soja) 71,11B 8,78B 61,08B 8,33B 100,00A 16,22B 45,70A 8,56B
T3 (Oleo de canola) 88,44A 9,11B 65,33A 8,78B 100,00A 16,00B 44, 76A 9,11B
MPO005
Agua Destilada 0,00D 0,00C 0,00D 0,00C 0,00C 0,00C 0,00D 0,00C
Caldo Bruto 21,00C 21,00A 21,00C 21,00A 21,00B 21,00A 21,00C 21,00A
T1 (Oleo de Palma) 75,61B 8,56B 63,61B 9,11B 99,89A 21,67A 58,61B 8,67B
T2 (Oleo de soja) 84,00A 8,78B 74,67AB 8,33B 100,00A 16,22B 59,67B 8,56B
T3 (Oleo de canola) 86,00A 9,11B 80,53A 8,78B 100,00A 16,00B 70,44A 9,11B
NP010
Agua Destilada 0,00D 0,00C 0,00E 0,00C 0,00C 0,00C 0,00E 0,00C
Caldo Bruto 21,00C 21,00A 21,00D 21,00A 21,00B 21,00A 21,00D 21,00A
T1 (Oleo de Palma) 90,00B 8,56B 61,08C 9,11B 100,00A 21,67A 73,50C 8,67B
T2 (Oleo de soja) 98,56A 8,78B 80,67B 8,33B 100,00A 16,22B 77,70B 8,56B
T3 (Oleo de canola) 99,78A 9,11B 92,94A 8,78B 100,00A 16,00B 99,83A 9,11B

*Valores seguidos de mesma letra, mailsculas na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de significancia de 5% (Sisvar).
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Na Tabela 9 é apresentada a comparacao entre as formulagdes provenientes da fracéo
retida de cada membrana, para a varidvel altura de plantas analisada nas diferentes plantas
daninhas 15 dias apds a aplicagao. Houve diferenca significativa (p<0,05) para altura de plantas
entre a aplicacdo do caldo bruto e as formulacdes provenientes da fracdo retida de cada
membrana para todas as plantas daninhas avaliadas.

Para as formulagdes produzidas a partir da fracdo concentracdo proveniente da
membrana de ultrafiltracdo (UP010), para a espécie Echinochloa sp. e Amaranthus cruentus, o
maior efeito bioherbicida foi observado para as formulacbes T2 (6leo de soja) e T3 (6leo de
canola), para a espécie Senna obtusifolia e Bidens pilosa o maior efeito bioherbicida foi
observado para a formulagdo T3 (6leo de canola), causando reducdo da altura das plantas
(Tabela 9).

Ja para as formulaces produzidas a partir da fracdo concentracdo proveniente da
membrana de microfiltragdo (MP00S5), ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre as
formulagBes para todas as espécies avaliadas, no entanto apresentaram os menores valores de
altura de planta, diferindo significativamente dos tratamentos com aplicacdo do caldo bruto e
de agua destilada (Tabela 9).

Para as formulagdes produzidas a partir da fracdo concentracdo proveniente da
membrana de nanofiltracdo (NP010), para as espécies Echinochloa sp. Senna obtusifolia o
maior efeito bioherbicida foi observado na formulacdo T3 (6leo de canola), para as espécies
Amaranthus cruentus e Bidens pilosa, ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre as
formulagbes. No entanto apresentaram os menores valores de altura de planta, diferindo
significativamente dos tratamentos com aplicacdo do caldo bruto e de dgua destilada (Tabela
9).

Além dos danos foliares e a gema apical as plantas das diferentes plantas daninhas
observados neste trabalho para as formulacGes avaliadas, a paralisacdo do crescimento é um
fator importante para a definigdo de um bioproduto (GRONWALD et al., 2002). Avaliando a
aplicacdo dos metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo Phoma sp. sobre plantas de C.
sativus, Brun et al. (2016) e Klaic et al. (2017), constataram redugdo na altura quando
submetidas a aplicacdo dos metabolitos.

A paralisacdo do crescimento também foi observada por Todero et al., (2018a) ao
avaliarem o potencial bioherbicida do caldo fermentado do fungo Phoma sp. formulado sobre
plantas de Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus. Eles constataram que a aplicacdo dos
adjuvantes + caldo causou danos na gema apical, o que resulta na paralisagéo do crescimento

das plantas. Chaves Neto et al (2020) avaliaram o efeito bioherbicida na aplicacdo do caldo
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fermentado bruto do Phoma dimorpha em folhas destacadas da planta daninha de pastagens
Senna obtusifolia, e destacaram que a aplicacéo do caldo fermentado bruto apenas j& ocasionou

reducdo do crescimento quando comparado com o tratamento testemunha.
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Tabela 9 - Altura de plantas (cm) de Echinochloa sp., Amaranthus cruentus, Senna obtusifolia e Bidens pilosa, avaliadas quinze dias apés a

aplicacdo das formulacGes.

Altura de plantas (cm)

Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento Controle Tratamento Controle

UPO010
Echinochloa sp. Amaranthus cruentus Senna obtusifolia Bidens pilosa
Agua Destilada 20,39A - 15,97A - 10,85A - 15,98A -
Caldo Bruto 17,95B - 11,85B - 9,97B - 12,92B -
T1 (Oleo de Palma) 16,13C 19,90A 16,60C 14,29A 6,68B 6,79B 8,29C 12,84A
T2 (Oleo de soja) 15,44C 18,04A 16,87C 13,79A 6,25B 7,58B 7,66C 13,99A
T3 (Oleo de canola) 11,31D 19,06A 13,67D 11,72A 4,22C 9,07A 6,12D 13,50A
MPOO05
Agua Destilada 20,39A - 15,97A - 10,85A - 15,98A -
Caldo Bruto 17,95B - 11,85B - 9,97A - 12,92B -
T1 (Oleo de Palma) 14,93C 19,90A 14,29C 14,29A 5,22B 6,79B 10,19B 12,84A
T2 (Oleo de soja) 12,52C 18,04A 13,79C 13,79A 5,01B 7,58B 12,44B 13,99A
T3 (Oleo de canola) 16,34C 19,06A 11,72C 11,72A 4,39B 9,07A 12,92B 13,50A
NPO010
Agua Destilada 20,39A - 15,97A - 10,85A - 15,98A -
Caldo Bruto 17,95B - 11,85B - 9,97A - 12,92B -
T1 (Oleo de Palma) 5,43C 19,90A 8,31C 14,29A 6,00A 6,79B 5,11C 12,84A
T2 (Oleo de soja) 4,39D 18,04A 6,58D 13,79A 4,52B 7,58B 4,28C 13,99A
T3 (Oleo de canola) 3,51D 19,06A 6,11D 11,72A 3,44C 9,07A 4,45C 13,50A

*Valores seguidos de mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de significancia de 5% (Sisvar).
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Na Tabela 10 é apresentada a comparacdo entre as membranas utilizadas para
concentra¢do do caldo em cada formulagdo e em cada espécie de planta daninha avaliada.
Houve diferenca significativa entre as membranas em cada formulacdo para a varialvel
fitotoxidade e altura de plantas avaliadas nas diferentes espécies de plantas daninhas 15 dias
apos a aplicagéo.

Na espécie Echinochloa sp. observou-se que em todas as formulagdes quando utilizou-
se a fracdo retida do caldo proveniente da membrana de nanofiltracdo (NP010), ocorreu maior
fitotoxidade nas plantas, com porcentagem superior a 98%. Este mesmo comportamento foi
observado para variavel altura de planta, com a aplicacdo destas formulacdes a altura de planta
foi inferior a 5,43 cm, mostrando-se eficaz no controle desta espécie (Tabela 10).

Comparando as diferentes formulacbes sobre as plantas de Amaranthus cruentus,
observou-se que a maior eficacia com porcentagens de fitotoxidade superiores a 78% ocorreu
quando aplicou-se as formulacdes do caldo concentrado proveniente da membrana
nanofiltragdo (NP010), resultado expresso também na variavel altura de planta, visto que nestas
mesmas formulacdes foram constatatadas as menores alturas de plantas (Tabela 10).

Para as plantas da espécie Senna obtusifolia, constatou-se que houve diferenca
significativa entre as membranas utilizadas para obtencdo do caldo concentrado apenas na
formulagdo T1 (Oleo de Palma), ja nas formulacdes T2 (Oleo de soja) e T3 (Oleo de canola)
observou-se fitotoxidade de 100% (Tabela 10), independente da membrana utilizada. Este
resultado caracteriza a morte total das plantas de acordo com a escala desenvolvida pela
Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD, 1995). Para a variavel altura
de planta ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre as membranas utilizadas para
concentragdo do caldo nas diferentes formulagdes (Tabela 10).

Na espécie Bidens pilosa observou-se que em todas as formula¢des quando utilizou-se
a fracdo retida do caldo proveniente da membrana de nanofiltracdo (NP010), ocorreu maior
fitotoxidade com porcentagem superior a 73% mostrando-se eficaz no controle desta espécie,
o0 que foi confirmado pela variavel altura de planta, visto que com a aplicacdo destas
formulacBes constatou-se os menores valores para altura de planta, com médias inferiores a
5,11 cm (Tabela 10).

O processo de separacdo por membranas caracteriza-se com um metodo eficiente,
possibilitando a concentracdo e potencializando a acao fitotoxicas dos metabolitos secundarios
produzidos por microrganismos. De modo geral, independente da membrana utilizada para
concentrar o caldo do fungo P. dimorpha, utilizado na producéo das diferentes formulagdes, a

concentracédo do caldo potencializou a acéo fitotoxica sobre folhas de pepino e sobre as plantas
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daninhas Echinochloa sp., Amaranthus cruentus, Senna obtusifolia e Bidens pilosa. Todero et
al. (2018b) avaliaram a concentracdo do caldo fermentado de Phoma sp. para aumentar sua
atividade herbicida utilizando uma membrana de microfiltracdo de fibra oca. Os autores
constataram aumento da atividade herbicida do caldo concentrado em pds-emergéncia das
plantas daninhas Bidens pilosa e Amaranthus retroflexus. Este fato pode esta atribuido com a
concentracdo de macromoléculas na membrana, como descritos por Todero et al. (2019), que
concentraram exopolissacarideos, e confirmam um aumento no poder herbicida em paralelo ao

aumento da concentracdo destas moléculas.
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Tabela 10 - Fitotoxidade (%) e altura de planta (cm) de Echinochloa sp., Amaranthus cruentus, Senna obtusifolia e Bidens pilosa, avaliadas quinze

dias apo6s a aplicagdo das formulaces.

Fitotoxidade (%0)

Altura de plantas (cm)

Membrana , Tl , T2 _ , T3 , Tl , T2 _ , T3
(Oleo de Palma)  (Oleo de soja)  (Oleo de canola) (Oleo de Palma) (Oleo de soja) (Oleo de canola)

Echinochloa sp.

Ultrafiltracdo (UP010) 76,67B 71,11C 88,44B 14,93B 12,52B 16,34C

Microfiltracdo (MP005) 75,61B 84,00B 86,00BC 18,13C 17,44C 13,31B

Nanofiltracdo (NP010) 90,00A 98,56A 99,78A 5,43A 4,39A 3,51A

Amaranthus cruentus

Ultrafiltragdo (UP010) 67,11B 61,08C 65,33C 16,60A 16,87A 13,67A

Microfiltracdo (MPOO05) 63,61B 74,67A 80,53B 14,298 13,79B 11,72B

Nanofiltracdo (NP010) 78,67A 80,67A 92,94A 8,31C 8,58C 6,11C
Senna obtusifolia

Ultrafiltracdo (UP010) 92,72B 100,00A 100,00A 6,68A 6,25A 4,22A

Microfiltracdo (MP005) 99,89A 100,00A 100,00A 5,22A 5,01A 4,39A

Nanofiltracdo (NP010) 100,00A 100,00A 100,00A 6,00A 4,52A 3,44A

Bidens pilosa

Ultrafiltracdo (UP010) 30,69C 45,70C 44,76C 8,29B 7,66B 6,10B

Microfiltragdo (MP0O05) 58,61B 59,67B 70,44B 10,19A 12,44A 12,92A

Nanofiltracdo (NP010) 77,70A 73,50A 99,83A 5,11C 4,28C 4,45C

*Valores seguidos de mesma letra, maidsculas na coluna e mindsculas na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de significancia de 5% (Sisvar).



178

6.1.4. Concludes

A concentracdo do caldo fermentado do fungo Phoma dimorpha por processo de
separacao por membranas mostrou-se eficiente, visto que reduziu a tenséo superficial da fracéo
retida, ficando abaixo dos valores do caldo bruto e elevou a tensdo superficial da fracéo
permeada, ficando acima do caldo bruto e proximo da tensdo da agua. O processo de
concentragdo intensificou o efeito fitotoxico do caldo concentrado (fracéo retida) sobre folhas
destacadas de C. sativus independente da membrana utilizada.

As fracBes concentradas que ocasionaram maior efeito fitotoxico sobre folhas
destacadas de C. sativus para o processo de concentragdo com a membrana UP010 foi o Ensaio
6 (4 bar e 25 °C), com a membrana MPO005 foi 0 Ensaio 7 (5 bar e 25 °C) e com a membrana
NP010 foi o Ensaio 4 (8,5 bar e 20 °C).

As formulagdes do caldo concentrado (fracdo retida) provenientes de cada membrana,
independente do dleo vegetal e da espécie de planta daninha alvo, ocasionaram injurias desde
pequenas manchas, amarelecimentos e necrose nas folhas, até danos a gema apical, paralizacéo
do crescimento e por fim morte de algumas plantas.

As formulagdes com a fragéo retida do caldo proveniente da membrana de nanofiltragéo

(NP010) ocasionaram maior fitotoxidade e reducdo na altura das plantas daninhas.
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CAPITULO 7 - CONSIDERACOES FINAIS

7.1 DISCUSSAO GERAL

Os fungos pertencentes ao género Phoma destacam-se por serem uma fonte promissora
de compostos com potencial para o controle bioldgico. A preservagdo e a manutencdo de
materiais bioldgicos, dentre eles os fungos, € de fundamental importancia pois estes sdo capazes
de produzir uma grande variedade de compostos quimicamente novos e de expressivo valor
bioldgico (HINZ et al., 2014; WIJERATNE et al., 2013).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a comparacdo entre trés métodos de
preservacao (repicagens periddicas, Castellani e fragmentos de papel-filtro) de isolados do
fungo Phoma dimorpha, por dois periodos de avaliacdo, (6 e 12 meses apds 0 armazenamento).
Foi evidenciado que o método de fragmentos de papel-filtro foi 0 mais eficaz na preservacédo
do isolado do fungo P. dimorpha nos dois periodos de avaliacdo, sendo ideal para obter o maior
crescimento micelial. A eficacia deste método também foi descrita por Fong et al. (2000), os
quais constataram que o método de preservacdo de fragmento de papel-filtro se mostrou-se
muito eficaz para a preservacdo de F. oxysporum a -19 °C, mantendo-se viaveis apds quatro
anos de armazenamento. De acordo com Anjos et al. (2012), a preservagdo em fragmento de
papel filtro, apresenta baixo custo e ndo necessita de equipamentos sofisticados.

Controlar todas as plantas daninhas presentes no campo nao é suficiente para eliminar
por completo estas espécies invasoras, visto que a dorméncia das sementes € o seu principal
mecanismo de sobrevivéncia em ambientes constantemente infestados (SOUZA FILHO, et al.,
1998; VIVIAN et al., 2008; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Desse modo, com base nos
resultados encontrados nos ensaios para superacdo de dorméncia das plantas daninhas (Bidens
pilosa, Echinochloa spp., Amaranthus cruentus e Senna obtusifolia) avaliadas neste trabalho, o
método de escarificacdo mecanica € o mais indicado para superacdo da dorméncia tegumentar
das sementes de S. obtusifolia, visto que apresentou 99 % de sementes germinadas. Para as
espécies Bidens pilosa, Echinochloa spp. e Amaranthus cruentus, 0 método mais adequado para
superacao da dorméncia foi a embebicdo por 48 horas, apresentando valores superiores a 60%
de sementes germinadas para todas as espécies avaliadas.

Resultados semelhantes que evidenciam a eficiéncia da superagdo de dorméncia foram
descritos por Zucareli et al. (2010), que evidenciam a escarificacdo mecanica, ja Bortolini et al.
(2011) constataram que a permanéncia de sementes em embebicdo em agua por 24 h acelerou

0 inicio da germinacdo. No entanto, € valido salientar que a eficiéncia do método de superacéao
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de dorméncia depende do grau de dorméncia, que varia de acordo com cada espécie (SILVA et
al., 2014).

Dentre os fungos com aplicacdo agricola, destaca-se o Phoma dimorpha. Apenas a
aplicacdo do caldo fermentado bruto resultou em acgéo fitotoxica sobre diversas espécies de
plantas, sendo observada maior sensibilidade nas espécies dicotileddneas (Cucumis sativus,
Amaranthus cruentus, Bidens pilosa e Sena obtusifolia), a aplicagdo do caldo bruto chegou a
inibir totalmente a germinacao de sementes destas espécies. Para as espécies monocotiledéneas
T. aestivum e Echinochloa spp. observou-se baixas porcentagens de germinacdo, com médias
de 2,0% e 4,12%, respectivamente. De acordo com Pes et al. (2016), realizar o controle em pré-
emergéncia de plantas daninhas, principalmente na fase inicial do estabelecimento da cultura,
favorece a diminuicdo do banco de sementes ao longo do tempo, reduzindo a emergéncia e a
competicdo.

Avaliando o efeito da aplicagdo do caldo bruto aplicacdo sobre folhas destacadas
Cucumis sativus Amaranthus cruentus, Bidens pilosa e Sena obtusifolia, observou-se nos
primeiros dias leve amarelecimento, intensificando-se ao longo do periodo de avaliacdo. Aos 9
dias, ap6s a aplicacdo do caldo fermentado bruto verificou-se lesGes severas, com
amarelecimento e necrose acentuada. Resultados semelhantes foram descritos por Brun et al.
(2016), Todero et al. (2018a) que ao avaliarem o efeito fitotoxico da aplicacdo do caldo
fermentado bruto de Phoma sp. e sobre folhas destacadas de Cucumis sativus, observaram a
ocorréncia de leve amarelecimento e necrose, logo apds 72 horas da aplicacdo, evoluindo até a
morte total da folha na Gltima avaliacao.

Ao avaliar a influéncia da concentragédo do caldo fermentado do fungo P. dimorpha por
membranas planas de ultrafiltracdo (UF), microfiltracdo (MF) e nanofiltracdo (NF), com base
na aplicacdo das fracGes retidas e permeadas resultantes, constatou-se especialmente para as
fracdes retidas maior efeito fitotdxico sobre folhas destacadas de C. sativus em relacdo ao caldo
fermentado bruto e também em relacdo as fracGes permeadas nos diferentes ensaios para cada
membrana.

Quando comparadas, as diferentes formulagdes (adjuvantes + Oleos vegetais + caldo
concentrado) da fracdo retida proveniente de cada membrana utilizada, constatou-se efeitos
fitotoxicos sobre as folhas de todas as espécies de plantas daninhas. Tais efeitos apresentam-se
como pontuac@es cloréticas, amarelecimento, necrose e murcha, além de causar danos a gema
apical paralisando o crescimento, reduzindo a massa fresca das plantas. Resultados semelhantes

foram descritos por autores como Bastos et al., (2017), Todero et al. (2018), que relatam o
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aumento do efeito bioherbicida de metabdlitos secundarios produzidos por microrganismos

quando formulados com adjuvantes e dleos vegetais.

7.2 CONCLUSOES GERAIS

O método de preservacdo em fragmento de papel filtro mostrou-se como o mais eficaz
na preservacdo do isolado do fungo P. dimorpha nos dois periodos de avaliacéo, apos seis e
doze meses de armazenamento, sendo ideal para obtengdo do maior crescimento micelial,
eficacia do método e indice de velocidade do crescimento micelial.

A escarificacdo mecanica com lixa de papel n°® 120 favoreceu a germinacdo e foi o
tratamento mais eficiente para superar a dorméncia de sementes de Senna obtusifolia (L.) H. S.
Irwin & Barneby. A absor¢do de 4gua apresentou aumento significativo com maiores periodos
de embebicdo. A embebicdo das sementes em agua a temperatura ambiente por 48 horas
favoreceu a germinacdo, sendo o tratamento mais eficiente para superar a dorméncia de
sementes de A. cruentus, Echinochloa spp. e B. pilosa.

Os metabolitos secundarios de P. dimorpha possuem elevado potencial herbicida.
Apresentam-se como uma alternativa para o desenvolvimento de bioprodutos para o0 manejo de
plantas daninhas, ocasionando a reducdo do uso dos herbicidas sintéticos e a prevencgdo a
poluicdo dos ecossistemas.

A aplicacdo de metabolitos secundarios de P. dimorpha apresenta acdo herbicida em
pré-emergéncia para as especies Cucumis sativus, Amaranthus cruentus, Bidens pilosa e Sena
obtusifolia, inibindo em 100% a germinacao das sementes; e em folhas destacadas ocasionando
a necrose e morte da folha no nono dia ap6s a aplicacdo. Em pds-emergéncia a aplicacdo
ocasionou sintomas moderados, com manchas nas folhas e reducdo no tamanho das plantas da
espécie de planta daninha de pastagem S. obtusifolia.

A concentracdo do caldo fermentado do fungo P. dimorpha por processo de separagdo
por membranas mostrou-se eficiente. Reduziu-se a tensao superficial da fracdo retida, ficando
abaixo dos valores do caldo bruto e elevou a tensdo superficial da fracdo permeada, ficando
acima do caldo bruto e proximo da tenséo da agua.

O processo de concentracao intensificou o efeito fitotoxico do caldo concentrado (fracéo
retida) sobre folhas destacadas de C. sativus independente da membrana utilizada. As fragdes
retidas que ocasionaram maior efeito fitotoxico sobre folhas destacadas de C. sativus para o

processo de concentragdo com a membrana UP010 foi o Ensaio 7 (4 bar e 25°C), com a
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membrana MPQO05 foi o Ensaio 2 (3,5 bar e 30°C) e com a membrana NP010 foi o Ensaio 4 (8,5
bar e 20°C).

As formulacdes do caldo concentrado (fracédo retida) provenientes de cada membrana,
independente do 6leo vegetal utilizado nas formulacdes (Oleo de Palma, Oleo de soja e Oleo
de canola), ocasionaram injurias desde pequenas manchas, amarelecimentos e necrose nas
folhas, até danos a gema apical, paralizacdo do crescimento e por fim morte das plantas. Tais
resultados foram observados em todas as espécies de plantas daninhas avaliadas, sendo que 0s
efeitos fitotoxicos foram mais expressivos quando utilizou-se nas formulagdes a fracdo retida

do caldo proveniente da membrana de nanofiltragdo (NP010).
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v’ Caracterizar os metabolitos secundarios (compostos bioativos) presentes nas fracoes
permeadas e retidas do caldo fermentado do fungo Phoma dimorpha;

v’ Testar as formulagGes em outras espécies de plantas daninhas de interesse agricola.
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