
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA 

CENTRO DE CIÊNCIAS RURAIS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM ENGENHARIA AGRÍCOLA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OBTENÇÃO DE ISOLADOS A PARTIR DE 
RECURSOS BIOLÓGICOS DO BIOMA PAMPA COM 

POTENCIAL NO CONTROLE DE PLANTAS 
DANINHAS  

 
 
 
 
 
 
 
 

TESE DE DOUTORADO 
 
 
 
 
 
 
 

ANGÉLICA ROSSANA CASTRO DE SOUZA 
 
 
 
 

Santa Maria, RS, Brasil 
2015



OBTENÇÃO DE ISOLADOS A PARTIR DE RECURSOS 

BIOLÓGICOS DO BIOMA PAMPA COM POTENCIAL NO 

CONTROLE DE PLANTAS DANINHAS  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANGÉLICA ROSSANA CASTRO DE SOUZA 
 
 
 
 

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 
Engenharia Agrícola, Área de Concentração Engenharia Agro-ambiental, 

da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como requisito 
parcial para obtenção do grau 

Doutor em Engenharia Agrícola 
 
 
 
 
 
 

Dr. MARCIO ANTONIO MAZUTTI 
 
 
 
 
 
 
 

Santa Maria, RS, Brasil 
2015



Universidade Federal de Santa Maria 
Centro de Ciências Rurais 

Programa de Pós-Graduação em Engenharia Agrícola 
 
 
 
 

A Comissão Examinadora, abaixo assinada, aprova o 
Tese de Doutorado 

 
 
 

OBTENÇÃO DE ISOLADOS A PARTIR DE RECURSOS BIOLÓGICOS 
DO BIOMA PAMPA COM POTENCIAL NO CONTROLE DE PLANTAS 

DANINHAS  
 

elaborada por: 
Angélica Rossana Castro de Souza 

 
 
 

Como requisito parcial para a obtenção do grau de  
Doutora em Engenharia Agrícola 

 
 

Comissão Examinadora: 
 
 

Marcio Antonio Mazutti, Dr. (Presidente/Orientador) 
 

 
Jerson Vanderlei Carús Guedes, Dr. (UFSM) 

 
 

Rodrigo Josemar Seminoti Jacques, Dr. (UFSM) 
 
 

Altemir José Mossi, Dr. (UFSM/UFFS) 
 
 

Helen Treichel, Drª (UFFS) 

 
 

Santa Maria, RS, 20 de março de 2015 



 



RESUMO 
 

Tese de Doutorado 
Programa de Pós-Graduação em Engenharia Agrícola 

Universidade Federal de Santa Maria 
 

OBTENÇÃO DE ISOLADOS A PARTIR DE RECURSOS BIOLÓGICOS 
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DANINHAS  
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ORIENTADOR: Dr. MARCIO ANTONIO MAZUTTI 
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A produção de um bioherbicida para o controle biológico de plantas daninhas requer 
o desenvolvimento de uma série de etapas que vão desde a seleção de uma cepa 
microbiana apropriada para a produção do produto com ação herbicida até a sua 
formulação final. Nesse sentido, esse trabalho teve como objetivo selecionar micro-
organismos a partir dos recursos biológicos do bioma Pampa com potencial na 
produção de fitotoxinas. Foram realizadas coletas sistemáticas de plantas com 
sintomas infecciosos em áreas de cultivo de arroz irrigado e pastagens naturais do 
bioma Pampa. A primeira etapa da pesquisa foi selecionar isolados fitopatogênicos 
com potencial de inibição de plântulas de plantas-teste (Cucumis sativus L. var 
wisconsin.). O fungo que apresentou o melhor efeito inibitório foi o VP51, identificado 
através do uso de técnicas de biologia molecular, classificado como Diaporthe sp. 
Para estudos de otimização do meio de fermentação submersa, foram utilizados 
resíduos industriais de água de maceração de milho (AMM) e de sorgo (MAS), 
comparando com o meio sintético. O meio de fermentação submersa em meio 
industrial (AMM) apresentou melhor crescimento de biomassa fúngica e efeito na 
germinação de plantas-teste. Na fermentação submersa em biorreator do tipo STR, 
o efeito da agitação foi significativo, sendo que os melhores resultados foram obtidos 
nos ensaios com menor agitação. Na germinação das plantas testes foram 
registradas sementes dormentes e duras, sendo um resultado satisfatório como 
potencial biocontrole da germinação. 

 
 

Palavras-Chave: micro-organismos; metabólitos secundários; biotecnologia; 
bioprocessos.
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The production of a bioherbicida for the biological control of weeds requires the 
development of a series of steps ranging from the selection of a suitable microbial 
strain for the production of product having herbicidal action until final formulation. 
Thus, this study aimed to select microorganisms from biological resources of the 
Pampa biome with potential for producing phytotoxins. Systematic samplings were 
performed with infectious symptoms in rice-growing areas and natural pastures of the 
Pampa biome. The first stage of the research was to select isolates with pathogenic 
potential inhibition test plants seedlings (Cucumis sativus L. var wisconsin.). The 
fungus that showed the best inhibitory effect was the VP51, identified through the use 
of molecular biology techniques, classified as Diaporthe sp. For optimization studies 
by means of submerged fermentation, industrial waste corn steep liquor were used 
(AMM) and sorghum (MAS), compared to synthetic medium. The means of 
submerged fermentation industry (AMM) showed better growth of fungal biomass 
and effect on test plant germination. In submerged fermentation bioreactor STR type, 
the rotation effect is significant, and the best results were obtained in tests with less 
rotation. In the pre-germination tests plants dormant and hard seeds were recorded, 
with a satisfactory result as biocontrol potential germination. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A China e a Índia são os maiores produtores de arroz, juntos correspondem 

mais da metade da produção anual mundial (USDA, 2013). O Brasil também 

apresenta uma produção significativa, sendo que o Estado do Rio Grande do Sul 

produziu cerca de 62% da safra no ano de 2012 (CONAB, 2012). Além da 

orizicultura, o Estado se destaca pela produção de outras culturas (soja, milho, trigo, 

aveia, entre outras) (CONAB, 2014) e, pelas vastas áreas de pastagem natural, 

ambientes excelentes para a produção animal resultando em vários benefícios 

econômicos ao longo de sua cadeia produtiva.  

No entanto, o processo de degradação das áreas de pastagens e o manejo 

inadequado na produção agrícola são fatores que interferem na potencialidade e 

competitividade na pecuária e orizicultura. As plantas daninhas podem reduzir 

significativamente a produtividade nesses setores. As plantas infestantes também 

podem causar outros problemas, por meio de fatores como interferência, alelopatia, 

parasitismo, sendo hospedeiros de pragas e doenças, intoxicando animais e 

reduzindo a qualidade do produto pecuário e de forragens armazenadas 

(EMBRAPA, 2005). 

O controle de plantas daninhas pode ser efetuado por métodos mecânico 

(PELLEGRINI et al., 2007), cultural (SILVA et al., 2011), químico (SANTOS et al. 

2006). e biológico (HANADA et al., 2009). Segundo Hanada et al. (2009) o controle 

químico é amplamente utilizado, e tem promovido diversos problemas de ordem 

ambiental, sendo que uma alternativa para a diminuição desse método é o controle 

biológico.  

De acordo com Duke et al. (2000) uma alternativa de controle biológico é a 

utilização de micro-organismos pela produção de fitotoxinas naturais usadas como 

modelos para o desenvolvimento de novos herbicidas, principalmente na forma de 

metabólitos secundários ou enzimas.  

Para Mitchell (2003) a produção desse composto pode ser realizada através 

do emprego de fermentação submersa ou fermentação em estado sólido. A sua 

viabilidade técnica e econômica dependerá da quantidade de produto excretada pelo 

micro-organismo, bem como pela possibilidade de aumento de escala do processo 
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fermentativo, o que implica na formulação do meio e no projeto de biorreatores. De 

acordo com a literatura, ocorre uma maior produção de metabólitos por fermentação 

em estado sólido, por outro lado, a fermentação submersa apresenta maior 

facilidade de escalonamento, enquanto a produção normalmente é menor, uma vez 

que o metabólito produzido encontra-se diluído em um grande volume reacional. 

Nesse sentido, a escolha da melhor forma de condução do processo é fundamental 

para a viabilidade da produção do bioherbicida.  

Tendo em vista que a pecuária de corte e a produção de arroz são 

importantes atividades econômicas do bioma Pampa, tem-se uma maior 

necessidade no desenvolvimento de um bioherbicida que tenha ação em plantas 

daninhas de folhas largas, podendo ser utilizado no manejo de plantas invasoras de 

pastagens e do arroz.  

A utilização de bioherbicidas no manejo de plantas daninhas é atrativa devido 

ao menor espectro de ação destes produtos, que se deve à atividade de alguma 

enzima lítica, que é altamente específica no seu ataque, ou a produtos do 

metabolismo do micro-organismo que causam pouco impacto no ambiente. Nesse 

sentido, a obtenção de bioherbicidas a partir de micro-organismos do bioma Pampa 

representará um exemplo de utilização sustentável dos seus recursos biológicos, 

aliado ao desenvolvimento regional, dentro do princípio de produção eficiente com 

consciência ambiental. 

O presente trabalho foi estruturado em artigos, no qual é realizada uma 

introdução geral ao tema e posteriormente os seus resultados são apresentados nos 

seguintes artigos: Isolamento, seleção e identificação de fungos do bioma pampa 

produtores de substâncias bioherbicidas; Otimização da produção de uma 

substância bioherbicida pelo fungo Diaporthe sp. e Produção de bioherbicida por 

fermentação submersa em biorreator operando com o fungo Diaporthe sp. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Este estudo tem o objetivo principal de selecionar e identificar micro-

organismos com potencial de produção de fitotoxinas utilizando recursos biológicos 

do bioma Pampa.  

 

 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 

Os objetivos específicos do trabalho foram: 

Selecionar e identificar microrganismos com potencial de produção de 

fitotoxinas utilizando recursos biológicos do bioma Pampa, avaliando seus efeitos na 

morfologia e fitotoxidade na emergência de plantas teste; 

Otimizar os meios sintético e industrial, utilizando fermentação submersa, 

para o crescimento de Diaporthe sp. E, avaliar os efeitos fitotóxicos na germinação 

de plantas-teste; 

Otimizar o processo de fermentação submersa em biorreator do tipo STR, 

utilizando resíduo agroindustrial como substrato para a produção de metabólitos do 

fungo Diaporthe sp., e avaliar sua ação fitotóxica na germinação de plantas-teste. 

 



3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1 Plantas daninhas na orizicultura  

 

 

Em termos globais, o arroz desempenha importante papel tanto econômico 

quanto social. O cereal é cultivado em todos os continentes, em cerca de 150 

milhões de hectares. Seu balanceamento nutricional fornece 20% da energia e 15% 

da proteína per capita necessárias ao homem, e, somado a sua versatilidade para 

se adaptar a diferentes condições de solo e clima, é considerada a espécie com 

maior potencial para o combate à fome no mundo (EMBRAPA, 2005). 

A China é o maior produtor mundial de arroz, respondendo, em média, por 

aproximadamente 30% da produção mundial, seguida pela Índia, com mais de 20%. 

Portanto, esses dois países, conjuntamente, correspondem mais da metade da 

produção anual mundial de arroz, e, consequentemente, os eventos que os afetarem 

terão repercussão no mercado mundial do produto (USDA, 2013). O Brasil é um dos 

principais produtores mundiais de arroz irrigado sendo que o Estado do Rio Grande 

do Sul foi responsável por mais de 62% desta produção na safra de 2012 (CONAB, 

2012). 

No entanto, as plantas daninhas podem reduzir significativamente essa 

produtividade e a qualidade dos grãos, encarecendo o processamento industrial ou 

depreciando o produto beneficiado. As plantas infestantes também podem causar 

outros problemas a esse ecossistema, por meio de fatores como interferência, 

alelopatia, parasitismo, sendo hospedeiros de pragas e doenças, intoxicando 

animais e reduzindo a qualidade do produto pecuário e de forragens armazenadas 

(EMBRAPA, 2005). 

Segundo a Sociedade Sul-Brasileira de Arroz Irrigado – SOSBAI (2012), as 

principais plantas daninhas que infestam as lavouras orizícolas, pelos elevados 

níveis de invasão e/ou dificuldade de controle, pertencem a Família Poaceae, 

destacando-se Oryza sativa L. (arroz- vermelho), Echinochloa spp. (capim-arroz) e 

Brachiaria plantaginea (papuã) e da classe das dicotiledôneas destaca-se Ipomoea 

grandifolia (corriola). Segundo Menezes e Mariot (2007) a ocorrência de 
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Aeschynomene spp. (angiquinho) também preocupa os agricultores, pois se estima 

que em torno de 30% da área semeada com arroz no Rio Grande do Sul encontra-

se infestada com essas espécies daninhas.  

 

 

3.2 Plantas daninhas em pastagens naturais  

 

 

Suttie et al. (2005) ressalta que as pastagens naturais constituem um dos 

maiores biomas do mundo e podem ser definidas como a cobertura vegetal onde 

ocorre o predomínio de gramíneas, com pouca ou sem a cobertura de árvores. 

Corroborando com o autor, Garagorry (2008), destaca que estes ambientes são 

excelentes para a produção animal resultando em vários benefícios econômicos ao 

longo de sua cadeia produtiva.  

Entretanto, segundo Macedo et al. (2000), o processo de degradação das 

áreas de pastagens, o manejo inadequado, e a baixa produtividade das espécies 

forrageiras no período seco do ano, são fatores limitantes à potencialidade da 

pecuária nacional. 

Segundo Pereira e Silva (2002), a infestação por plantas daninhas é um dos 

fatores responsáveis pela baixa produtividade das pastagens brasileiras, causando 

problemas em ecossistemas naturais e, em ecossistemas transformados pelo 

homem. Ainda para Pereira e Silva (2002), além das plantas invasoras terem 

potencial competitivo em ambiente de pastagem, elas podem causar outros danos a 

esse ecossistema, como em atividades de interferência, alelopatia, parasitismo, 

intoxicação de animais, redução da qualidade do produto pecuário e de forragens 

armazenadas.  

Para Pellegrini et al. (2007), no momento em que a proporção de espécies 

indesejáveis se torna um obstáculo para a produção animal, alguma medida de 

controle deve ser aplicada para melhorar a qualidade dessa pastagem  

 

 

3.3 Métodos usados para o controle de plantas daninhas 
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De acordo com Pellegrini, et al. (2007) os métodos de controle de plantas 

indesejáveis mais utilizados são os mecânicos, os de planejamento (culturais), os 

químicos e os biológicos. O método mecânico é caracterizado pelo corte, a capina 

com enxada, a capina manual e a roçada (Silva et al. 2011). Essa técnica manual 

segunda Deuber (2003), tem baixo rendimento, os custos são relativamente 

elevados e pode provocar danos ao sistema radicular da cultura.  

Silva et al. (2011) define o controle cultural como manejo correto da lavoura e 

do ambiente ao seu redor para obter eficiente redução das plantas infestantes. 

Dentre as inúmeras práticas adotadas, pode-se citar a rotação de culturas, a seleção 

de cultivares de alta produtividade, o uso do espaçamento e da data de plantio 

adequados para cada região, e todos os demais itens relacionados com as boas 

práticas agrícolas.  

O método químico consiste no uso de produtos químicos (herbicidas) para o 

controle das plantas daninhas. Este método de controle, embora seja amplamente 

adotado, nem sempre pode impedir o progresso das plantas daninhas (SANTOS et 

al. 2005; 2006).  

Hanada et al. (2009) descreve que o controle biológico surge como uma 

alternativa ao uso de produtos químicos, podendo ainda, ser aplicado isoladamente 

ou como parte do sistema de manejo integrado de plantas daninhas. 

 

 

3.4 Herbicidas produzidos por micro-organismos 

 

 

Segundo Petta (2008) a produção de herbicida por micro-organismos 

apresenta algumas vantagens sobre o herbicida sintético, como por exemplo, são 

biodegradáveis, além de que podem ser ativos em pequenas quantidades. Mesmo 

com as vantagens, as pesquisas e comercialização dos bioherbicidas ainda são em 

número reduzido. 

Em pesquisa realizada na base de produção científica indexada no banco de 

dados "SCOPUS” (http://www.scopus.com) por meio de aplicativo online para busca 

de documentos, foram observados um total de 141 publicações relacionadas a 
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herbicidas de origem microbiológica, no período de 1986 a 2013. É possível verificar 

a distribuição temporal dos artigos na Figura 1. 

 

 

 

FIGURA 1 - Publicações relacionadas a herbicidas de origem microbiológica, no 
período de 1986 a 2013, registradas no banco de dados SCOPUS. 

 

 

Na Figura 1 pode-se observar que a primeira publicação sobre controle com 

agentes biológicos ocorreu em 1986. Esse trabalho aborda sobre Evaluation of 

Alternaria crassa for biological control of Jimsonweed: Host range and virulence. 

Foram avaliados a produção de inóculo, a taxa de crescimento fúngico, a 

germinação de conídios e forma de infecção de A. crassa em diferentes 

temperaturas, e a gama de hospedeiros e virulência. Os resultados demonstraram o 

potencial de controle biológico de A. crassa (BOYETTE, 1986).   

A partir do ano de 2004 aumentou a produção científica sobre o tema. Esse 

aumento do número de publicações pode estar relacionado à maior demanda por 

bioprodutos e a abordagem sustentável nesse período. 

As pesquisas avançam principalmente na busca de soluções sustentáveis e 

ecológicas. Para Saxena e Pandey (2001) a maioria das fitotoxinas naturais possui 

estruturas não-halogenadas, o que as torna menos tóxicas ao ambiente. Segundo 

Vyvyan (2002), com esse fato pode-se afirmar que a contaminação de alimentos, do 

solo e da água é menos provável de ocorrer com os herbicidas naturais. 

Duke et al. (2000) ressalta que os metabólitos podem ser produzidas por 

fitopatógenos ou por micro-organismos capazes de provocar doenças, causar 
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lesões, inibir o crescimento de plantas e levar a morte do hospedeiro. De acordo 

com Greaves (1996) em vista desses fatores, as fitotoxinas de origem microbianas 

são usadas como modelos para o desenvolvimento de novos herbicidas. 

De acordo com Drew (1977) e, Sanches e Demain (2002), a versatilidade da 

biossíntese microbiana é enorme. As fitotoxinas podem estar, principalmente, na 

forma de metabólitos secundários ou enzimas. Os metabólitos secundários 

produzidos por micro-organismos podem ser obtidos em grandes quantidades por 

processos fermentativos, uma vez que há possibilidade do controle sobre as 

condições dos meios de cultivo para produção desses metabólitos.  

Segundo Slater et al. (2008) as enzimas que hidrolisam a matéria orgânica 

em decomposição também podem ser utilizadas pelos patógenos para invadir os 

tecidos das plantas por meio da degradação de macromoléculas da parede celular. 

Nas primeiras etapas de uma infecção, ocorrem normalmente danos na parede 

celular. Os fungos fitopatogênicos excretam enzimas proteolíticas que causam a 

liberação de fragmentos da parede celular vegetal, como os oligômeros pécticos. 

Estes fragmentos atuam como sinais, ligando-se a receptores específicos, 

desencadeando uma cascata de eventos que levam à indução de genes específicos 

de defesa. 

 

 

3.5 Bioprospecção de micro-organismos na biodiversidade do bioma visando à 

sustentabilidade 

 

 

O desenvolvimento sustentável de uma nação está diretamente ligado a sua 

capacidade de satisfazer as necessidades da geração atual, sem comprometer a 

capacidade das gerações futuras de satisfazerem as suas próprias necessidades, o 

que implica que as pessoas, agora e no futuro, atinjam um nível satisfatório de 

desenvolvimento social e econômico e de realização humana e cultural, fazendo, ao 

mesmo tempo, um uso razoável dos recursos da terra e preservando as espécies e 

os habitats naturais (LIMA e NETO, 2012).  

Porém, há uma dificuldade muito grande em conciliar o desenvolvimento 

sustentável com o conceito de agricultura industrial, o qual transforma propriedade 

rural em uma micro, pequena ou grande empresa, usando dos recursos naturais 
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existentes de maneira intensiva. Do ponto de vista de produção de alimentos, a 

agricultura industrial é interessante, pois trabalha com a ideia de se produzir grandes 

quantidades o ano todo. A questão fundamental está em conciliar a produção 

industrial com o desenvolvimento sustentável.  

Uma das alternativas é a utilização dos recursos genéticos da vasta 

biodiversidade brasileira ainda inexplorada. Uma possibilidade é, por exemplo, a 

seleção de micro-organismos que possam ser usados na produção de bioherbicidas, 

os quais podem ser aplicados diretamente na produção de alimentos orgânicos. 

Especificamente no Rio Grande do Sul, tem-se o bioma Pampa, que abrange uma 

área compartilhada pela Argentina, Uruguai e Brasil, sendo que no território 

brasileiro distribui-se pela metade sul do Estado do Rio Grande do Sul, abrangendo 

cerca de 176.000 km², equivalendo a 64% do território gaúcho e a 2,07% do território 

brasileiro. Destaca-se de outros biomas por ser o único cuja ocorrência é restrita a 

somente um Estado e por ser o bioma mais desconhecido de todos os biomas 

brasileiros (IBGE, 2004).  

De acordo com Boldrini (1997), Klein (1984), Bilenca e Minarro (2004) os 

poucos inventários realizados no bioma Pampa revelaram grande biodiversidade. 

Apesar de haver preocupação geral da sociedade com relação ao tema da 

biodiversidade, o foco tem se voltado predominantemente para os recursos animais 

e vegetais, sendo menor a atenção dispensada aos micro-organismos do solo, os 

quais representam uma gigantesca reserva genética, e consequentemente muito 

importante para diversos processos biotecnológicos.  

A bioprospecção deste recurso pode contribuir para o desenvolvimento 

econômico e sustentável do país, devido aos inúmeros processos biotecnológicos 

que são desenvolvidos a partir dos micro-organismos. Diversas áreas de atividade 

humana podem beneficiar-se, como a saúde (produção de antibióticos, probióticos e 

outros medicamentos), a agricultura (produção de inoculantes para nutrição de 

plantas e controle biológicos de pragas, doenças e plantas daninhas), a indústria 

(obtenção de enzimas para as mais diversas finalidades, biomineração, produção de 

polímeros e outros produtos biodegradáveis), o saneamento ambiental (tratamento 

de resíduos sólidos e líquidos, na produção de inoculantes com micro-organismos 

degradadores), etc. (BRASIL, 2010). 

Contudo, há uma grande escassez de estudos no Pampa sobre a diversidade 

de micro-organismos e suas aplicações biotecnológicas. Em um dos raros trabalhos 
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realizados no bioma, Sanchez (1987) isolou 20 espécies de fungos em pastagens no 

Pampa argentino, dentre esses, basidiomicetos lignocelulolíticos. Um agravante para 

esta situação diz respeito ao fato que o bioma Pampa vem passando por um 

processo acelerado de mudança do uso da terra, devido à substituição da paisagem 

natural, formada pelos campos sulinos, por lavouras (de arroz irrigado, soja, milho, 

cana de açúcar, etc) e por grandes áreas com espécies florestais exóticas 

(principalmente o eucalipto). Como grande parte dos solos desse Bioma é muito 

frágil, devido ao alto teor de areia e baixo teor de matéria orgânica, a retirada da 

vegetação natural e o manejo inadequado do solo (aração, gradagem, falta de 

terraceamento) utilizado para a implantação destas culturas exóticas, tem levado a 

sua degradação.  

Com isso é possível que significativa parte da biodiversidade do Pampa, e 

com ela importantes processos biotecnológicos, estão sendo perdidos, sem que ao 

menos fossem devidamente conhecidos, estudados e preservados para as futuras 

gerações. Portanto, torna-se de suma importância o desenvolvimento de estudos 

que possam explorar a utilização biotecnológica dos recursos do Pampa como 

estratégia de preservação dos recursos naturais e de desenvolvimento sustentável 

do país e, principalmente, gerar renda e riqueza para a população Gaúcha.  
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 ARTIGO I: ISOLAMENTO, SELEÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS DO 

BIOMA PAMPA PRODUTORES DE SUBSTÂNCIAS BIOHERBICIDAS 

 

 

RESUMO: Este estudo tem por finalidade selecionar e identificar microrganismos 
com potencial de produção de fitotoxinas utilizando recursos biológicos do bioma 
Pampa, avaliando seus efeitos morfológicos e visuais na emergência de plantas 
teste. Após o processo fermentativo, foram realizados bioensaios, no qual foi 
utilizado Cucumis sativus L. var wisconsin como planta-teste. O experimento foi 
conduzido em casa de vegetação, utilizando o delineamento inteiramente 
casualizado (DIC), com 15 repetições para cada tratamento, sendo avaliada a altura 
da haste, comprimento da raiz, massa seca e verde da haste e da raiz. Foram 
testados 39 fungos isolados de plantas daninhas infectadas, no qual, 53% desse 
total, apresentaram efeitos na inibição do crescimento e desenvolvimento das 
plantas teste. Após avaliação física, foram atribuídas notas para o efeito fitotóxico, 
sendo os principais sintomas foram lesões foliares, tais como manchas, crestamento 
e amarelecimento. Dentre os tratamentos, optou-se em trabalhar com o VP51, que 
apresentou efeito de inibição em todos os fatores analisados e a nota 60 em 
avaliação fitotóxica. Na análise molecular o fungo com maior potencial fitotóxico 
(VP51) foi identificado do gênero Diaporthe.  
 

 

 4.1.1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Brasil é um dos principais produtores mundiais de arroz irrigado sendo 

que o Estado do Rio Grande do Sul foi responsável por mais de 62% desta produção 

na safra de 2012 (CONAB, 2012). No entanto, as plantas daninhas podem reduzir 

significativamente essa produtividade e a qualidade dos grãos, encarecendo o 

processamento industrial ou depreciando o produto beneficiado. As plantas daninhas 

também podem causar outros prejuízos como interferência, alelopatia, parasitismo, 

sendo hospedeiros de pragas e doenças, intoxicando animais e reduzindo a 

qualidade do produto pecuário e de forragens armazenadas (EMBRAPA, 2005). 

Segundo Petta (2008) a produção de herbicida por micro-organismos 

apresenta algumas vantagens sobre o herbicida sintético, como por exemplo, são 
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biodegradáveis, não deixam resíduos tóxicos no meio ambiente, além de que, 

podem ser ativos em pequenas quantidades. Para Saxena e Pandey (2001) a 

maioria das fitotoxinas naturais possuem estruturas não-halogenadas, o que os 

torna menos tóxicas ao ambiente. Segundo Vyvyan (2002), com esse fato pode-se 

afirmar que a contaminação de alimentos, do solo e da água é menos provável de 

ocorrer com os herbicidas naturais. 

De acordo com Duke et al. (2000) as fitotoxinas podem ser produzidas por 

fitopatógenos ou por microrganismos capazes de provocar doenças, causar lesões, 

inibir o crescimento de plantas e levar a morte do hospedeiro. Em vista desses 

fatores, as fitotoxinas de origem microbianas são usadas como modelos para o 

desenvolvimento de novos herbicidas (GREAVES, 1996). 

Diante da importância do desenvolvimento de novos bioherbicidas, uma das 

alternativas é a utilização dos recursos genéticos da vasta biodiversidade brasileira 

ainda pouco explorada. Especificamente no Rio Grande do Sul, tem-se o bioma 

Pampa, que se destaca de outros biomas por ser o único cuja ocorrência é restrita a 

somente um Estado e por ser o bioma mais desconhecido de todos os biomas 

brasileiros (IBGE, 2004).  

Nesta perspectiva, este estudo tem por finalidade selecionar e identificar 

microrganismos com potencial de produção de fitotoxinas utilizando recursos 

biológicos do bioma Pampa, avaliando seus efeitos na morfologia e fitotoxidade na 

emergência de plantas teste.  

 

 

4.1.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1.2.1 Prospecção dos micro-organismos 

 

 

Foram realizadas coletas sistemáticas de 13 plantas daninhas infectadas, 

exibindo sintomas típicos de enfermidades, em áreas de cultivo de arroz irrigado e 

pastagens naturais do bioma Pampa. Estas coletas ocorreram no período de 
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dezembro de 2012 a abril de 2013. As espécies coletadas e a distribuição geográfica 

dos pontos de coleta podem ser visualizadas na Tabela 1. 

 

 

TABELA 1 – Coordenadas geográficas dos pontos de coleta, plantas daninhas 
infectadas e número de isolados fúngicos por planta, testados para análise de efeito 
fitoinibitório dos metabólitos secundários de micro-organismos em C. sativus. 

Sigla Local 
Coordenadas Planta daninha Isolados 

Latitude Longitude   

DF 
Dona 

Francisca 
-29,6340 -53,3530 

Commelina erecta 
(Commelinaceae) 

3 

Solanum paniculatum 
(Solanaceae) 

4 

Sagittaria montevidensis 
(Alismataceae) 

1 

Solanum erianthum 
(Solanaceae) 

2 

RS 
Restinga 

Seca 
-29,8456 -53,4020 

Ipomoea triloba 
(Convolvulaceae) 

3 

Sorghum halepense 
(Poaceae) 

4 

VP 
 

Vila 
Paraíso 

(Santiago) 
-29,3250 -54,9587 

Conoclinium macrocephalum 
(Asteraceae) 

2 

Passiflora edulis 
(Passifloraceae) 

3 

Solanum stipulaceum 
(Solanaceae) 

4 

Solanum americanum 
(Solanaceae) 

5 

Baccharis dracuntifolia 
(Asteraceae) 

3 

Eryngium horridum (Apiaceae) 3 
Senecio brasiliensis 
(Asteraceae) 

2 

 

 

As amostras coletadas foram acondicionadas em sacos plásticos individuais 

e mantidas a 4°C em caixas de isopor. Após, foram transportadas para o laboratório 

de Biologia do Solo, da Universidade Federal de Santa Maria, onde foi realizado o 

isolamento dos micro-organismos fitopatogênicos. 
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4.1.2.2 Isolamento de micro-organismos fitopatogênicos 

 

 

O isolamento dos microrganismos, a partir das amostras de plantas 

coletadas, foi realizado conforme Alfenas e Mafia (2007), em placas de Petri 

contendo meio de cultura Batata Dextrose Ágar (BDA) e incubadas a 28°C por 7 

dias, no escuro. Após esse período, foram realizadas repicagens sucessivas, nesse 

mesmo meio de cultura, até a obtenção de culturas puras. As culturas puras foram 

armazenadas em tubos inclinados e em placas de Petri, contendo meio de cultura 

BDA, a 4°C. 

 

 

4.1.2.3 Processo fermentativo 

 

 

A obtenção do sobrenadante foi realizada em fermentação submersa por 

meio do uso de frascos agitados, contendo 125 mL de meio de cultura. A formulação 

do meio de cultura foi realizada com as seguintes proporções: 10 g/L-1 de glicose 

(C6H12O6); 7,5 g/L-1 de extrato de levedura; 10g/L-1 de peptona; 2 g/L-1 de sulfato de 

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

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

al., 1998; SELBMANN et al., 2002; PARRA et al. 2005 e ZHANG et al., 2012). 

Os meios de cultura líquidos foram esterilizados em autoclave a 121ºC por 

30 minutos. Após atingirem temperatura ambiente, os micro-organismos foram 

inoculados utilizando água destilada estéril, vertida sobre a colônia microbiana na 

placa de Petri, com o auxílio de uma lâmina microbiológica esterilizada.  

As fermentações foram realizadas a 28ºC em incubadora, marca Tecnal, 

modelo TE-420, a 120 rpm, permanecendo por 7 dias sob estas condições. Após, 

foram submetidos à centrifugação, agitados a 4.000 rpm durante 10 minutos. A 

biomassa foi submetida a avaliação de massa seca, retirando-a do tubo cônico para 

centrífuga para placas de Petri em estufa para secagem a 100ºC, num período de 48 

horas. 
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4.1.2.4 Screening 

 

 

O screening, visou selecionar entre os isolados fungicos, aqueles que 

produziram substâncias inibidoras do crescimento de plantas no caldo de 

fermentação (sobrenadante). 

O bioensaio foi conduzido em casa de vegetação, no qual utilizou-se 

Cucumis sativus L. var. wisconsin (pepino) como planta teste, por ser uma espécie 

sensível aos herbicidas sintéticos e de uso frequente nestas avaliações. Além disso, 

as sementes dessas espécies possuem germinação rápida, uniforme e não 

apresentam dormência.  

A semeadura foi feita em copos plásticos com capacidade de 50 mL, 

contendo substrato comercial Mecplant®, e posteriormente distribuídos em bandejas 

de polietileno. A aplicação dos tratamentos ocorreram no estádio de 

desenvolvimento (V4), ou seja, com 4 folhas emergidas, em média 20 dias após a 

semeadura. 

 

 

4.1.2.5 Delineamento experimental: screening 

 

 

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 40 

tratamentos, sendo um o grupo controle (água), 15 repetições para cada tratamento. 

O tratamento corresponde a um sobrenadante produzido por um fungo e, foram 

aplicados sob pulverizações, aplicando-se 35 mL da solução diretamente na parte 

aérea da planta.   

Foram avaliados os seguintes fatores de desenvolvimento: i) altura da 

planta; ii) comprimento da raiz; iii) massa fresca da parte aérea e da raiz; iv) massa 

seca da parte aérea e da raiz, após 20 dias da aplicação. 

As aplicações foram realizadas em períodos diferentes, para efeito de 

avaliação, os tratamentos foram padronizados pelo critério da proporcionalidade 

obtidos através da relação entre o tratamento e a testemunha.  

Com base nos valores obtidos, foram atribuídos  “ - ” para efeito de inibição 

(entre 0 e 0,95), “ N ” para efeito nulo ou não significativo (entre 0,95 e 1,05) e “ + ” 
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efeito de crescimento (maior que 1,05). Para avaliar efeito fitoxico nas plantas, foram 

atribuidas notas com base nas descrições espicificadas na Tabela 2. 

TABELA 2 - Método de avaliação fitotóxica das plantas por Frans; Crowley (1986) 

% Descrição das 
categorias principais 

Descrição da fitointoxicação da cultura 

0 Sem efeito Sem injúria ou redução 
10 Efeito leve Leve descoloração ou atrofia 
20  Alguma descoloração ou atrofia 
30  Injúria mais pronunciada, mas não duradoura 
40 Efeito moderado Injúria moderada, normalmente com recuperação 
50  Injúria mais duradoura, recuperação duvidosa 
60  Injúria duradoura, sem recuperação 
70 Efeito severo Injúria pesada, redução de estande 
80  Cultura próxima da destruição 
90  Raramente restam algumas plantas 

100 Efeito total Destruição completa da cultura 

 

 

As classificações foram utilizadas na seleção dos tratamentos que 

apresentaram efeito de inibição no crescimento das plantas teste em todas as 

análises realizadas e posteriormente foram submetidos ao teste de Tukey ao nível 

de 5% de probabilidade de erro para comparar as médias. 

 

 

4.1.2.6 Identificação do micro-organismo fitotóxico 

 

 

O micro-organismo selecionado foi identificado por técnicas de biologia 

molecular no Laboratório de Biologia do solo - UFSM. O DNA fúngico foi extraído a 

partir de alíquotas do crescimento em meio de cultura líquida usando Kit ZR 

Fungal/Bacterial DNA Mini Prep (Zymo Research). Após a extração completa do 

DNA, a região do nrDNA (ITS1-5.8S-ITS2) para fungos foi amplificada com os 

primers ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990). A reação de amplificação dos fragmentos 

alvo foi realizada conforme Baldoni et al. (2012). Posteriormente foi realizada a 

eletroforese para verificar a amplificação, em gel de agarose a 1,5% e tampão TBE 

1X. As amostras de DNA foram coradas com BlueGreen Loading Dye I® (LGC 

Biotecnologia, Cotia, Brasil) e observadas em luz ultravioleta. Os produtos da PCR 

foram purificados com o kit Gen Elute PCR clean-up Kit® (Sigma, Saint Louis, USA), 
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seguindo as instruções do fabricante. O sequenciamento das amostras foi realizado 

no sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Os fragmentos sequenciados foram analisados utilizando o programa Staden 

Package 2.0.0b (STADEN et al., 2003) para a obtenção das sequências consenso. 

Após essa etapa as sequências consenso, foram depositadas no GenBank . Foi 

realizada a procura comparativa pela ferramenta BLASTn e a partir disso, foram 

escolhidas as sequências mais similares com as sequências consenso obtidas 

anteriormente.  

Para a identificação do micro-organismo, todas as sequências foram 

alinhadas no programa BioEdit v7.2.5 (HALL, 1999) e para selecionar a espécie com 

máxima verossimilhança, utilizou-se a matriz de correlação, a qual define o grau de 

correlação entre duas a duas espécies e é definida pela equação 1:  

 

 

Onde:  são os dados de variável n;  é a média da variável n;  são os 

dados de variável m;  é a média da variável n.  

O coeficiente de correlação é adimensional e varia entre -1 e +1. Caso os 

dados se alinhem perfeitamente teremos a correlação linear positiva perfeita com o 

coeficiente de Pearson igual a 1.  

 

 

4.1.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1.3.1 Triagem de fungos fitopatogênicos 

 

 

(1) 



29 
 

Para a triagem dos fungos foram utilizados 39 isolados fúngicos, sendo que 

na maioria dos testes, o agente patogênico interferiu no comprimento da haste e da 

raiz. Resultados semelhantes foram observados por Peng et al. (2004) ao examinar 

a eficácia de Pyricularia setariae, isolado 94-409A, para o controle de plantas 

daninhas em condições controladas.  

 

 

4.1.3.2 Efeito do meio de cultura no crescimento e desenvolvimento das plântulas de 

pepino 

 

 

A ação dos agentes com potencial de controle biológico se apresentou com 

diversas características, afetando tanto a parte aérea quanto o sistema radicular, 

conforme pode-se observar na Figura 2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c d 

b a   (a)   (b) 

(c)   (d) 

FIGURA 2 - Efeitos visuais de fitotoxidade dos fungos VP76 (a), DF24 (b) e VP51 
(c) e Testemunha (d) sobre C. sativus. 
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Pode-se observar alguns dos efeitos visuais causados nas plantas por 

alguns tratamentos, dentre os quais, destacam-se os fungos VP76 (a), DF24 (b) e 

VP51 (c), causando efeitos de amarelecimento, manchas nas folhas e crestamento, 

respectivamente. O sintoma de crestamento, observado na Figura 2a e 2c, também 

foi notado por Chung et al. (1998) ao avaliar o potencial bioherbicida de 

Plectosporium tabacinum em Sagittaria trifolia. Berner et al. (2005) descreveu que 

um dos sintomas fitotóxicos causados por fungos do gênero Cercosporella são 

pequenas machas marrom nas folhas. Essas manchas muitas vezes se unem 

resultando em necrose de muitas das folhas e morte da planta hospedeira. 

As manchas foliares (Figura 2b) foram observadas na fase inicial da 

fitotoxidade, 72 horas após a aplicação do sobrenadante. Apresentaram lesões 

discretas, verde-escuro ao marrom-escuro, distribuídas de forma irregular, limitada 

as folhas pulverizadas. O amarelecimento ao redor das manchas tornou-se 

generalizada no limbo foliar, formando necrose a partir das pontas e bordas da folha. 

As folhas que surgiram após o inóculo estavam isentas da doença. Os efeitos de 

mancha foliar seguido de amarelecimento também foi descrito por Yandoc et al. 

(2005) ao analisar o potencial de biocontrole e os efeitos de Bipolaris sacchari e 

Drechslera gigantea, fungos patogênicos, em Imperata cylindrica. 

Após a realização dos bioensasios, os dados foram transformados e 

classificados quanto aos efeitos apresentados na haste e sistema radicular da planta 

de C. sativus, conforme Tabela 3. 

 

 

TABELA 3 - Efeito fitoinibitório dos metabólitos secundários de micro-organismos 
sobre C. sativus nos testes de seleção primária. 

Tratamento 
Comprimento Massa Verde Massa Seca Efeito 

Fitotóxico Haste Raiz Haste Raiz Haste Raiz 

DF11 1.23 (+) 0.98 N 1.30 (+) 1.20 (+) 0.81 (-) 1.00 N 0 

DF12 0.73 (-) 0.96 N 0.69 (-) 1.63 (+) 0.78 (-) 0.78 (-) 40 

DF13 0.78 (-) 0.78 (-) 0.63 (-) 1.40 (+) 0.73 (-) 0.85 (-) 30 

DF21 0.60 (-) 0.94 (-) 0.65 (-) 0.93 (-) 0.69 (-) 0.83 (-) 40 

DF23 0.74 (-) 1.51 (+) 0.73 (-) 1.19 (+) 0.71 (-) 0.81 (-) 10 

DF24 0.73 (-) 1.08 (+) 0.59 (-) 1.52 (+) 0.70 (-) 0.65 (-) 30 

DF25 1.09 (+) 0.91 (-) 1.10 (+) 1.82 (+) 1.27 (+) 1.03 N 20 

DF3 1.05 N 0.98 N 0.94 (-) 1.07 (+) 0.89 (-) 0.84 (-) 10 
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DF41 1.05 (+) 0.91 (-) 0.96 N 1.07 (+) 1.05 N 1.23 (+) 0 

DF42 1.13 (+) 1.21 (+) 1.22 (+) 1.62 (+) 1.02 N 1.35 (+) 0 

RS11 0.77 (-) 0.89 (-) 0.80 (-) 1.20 (+) 0.85 (-) 0.83 (-) 10 

RS12 1.01 N 0.94 (-) 0.84 (-) 1.06 (+) 0.77 (-) 1.17 (+) 0 

RS13 0.71 (-) 1.02 N 0.73 (-) 1.64 (+) 0.77 (-) 0.83 (-) 30 

RS22 1.24 (+) 1.01 N 1.05 (+) 1.15 (+) 1.23 (+) 1.28 (+) 0 

RS24 1.21 (+) 0.95 (-) 1.19 (+) 1.33 (+) 1.12 (+) 1.05 (+) 0 

RS25 0.69 (-) 1.00 N 0.83 (-) 0.88 (-) 1.04 N 1.24 (+) 30 

RS26 0.64 (-) 0.90 (-) 0.68 (-) 1.43 (+) 0.66 (-) 0.78 (-) 50 

VP11 1.11 (+) 0.94 (-) 1.22 (+) 1.54 (+) 1.20 (+) 1.62 (+) 0 

VP14 1.19 (+) 1.10 (+) 1.15 (+) 1.62 (+) 1.12 (+) 1.32 (+) 10 

VP21 1.05 N 0.95 (-) 1.12 (+) 1.40 (+) 1.02 N 1.17 (+) 0 

VP22 1.19 (+) 1.10 (+) 1.26 (+) 1.24 (+) 1.20 (+) 0.99 N 0 

VP23 1.08 (+) 0.94 (-) 1.39 (+) 2.45 (+) 1.23 (+) 1.03 N 0 

VP41 0.96 N 0.54 (-) 1.05 N 0.98 N 0.79 (-) 0.91 (-) 20 

VP43 0.88 (-) 0.50 (-) 0.91 (-) 0.99 N 0.68 (-) 0.85 (-) 20 

VP44 0.98 N 0.45 (-) 1.00 N 1.13 (+) 0.76 (-) 1.04 N 10 

VP45 0.84 (-) 0.57 (-) 0.92 (-) 0.98 N 0.75 (-) 0.70 (-) 40 

VP51 0.65 (-) 0.82 (-) 0.89 (-) 0.80 (-) 0.64 (-) 0.78 (-) 60 

VP52 0.92 (-) 0.83 (-) 0.92 (-) 0.70 (-) 0.75 (-) 0.73 (-) 20 

VP53 0.74 (-) 1.50 (+) 1.05 N 1.57 (+) 1.04 N 1.04 N 20 

VP55 0.77 (-) 0.79 (-) 0.74 (-) 0.74 (-) 0.75 (-) 0.89 (-) 30 

VP56 1.22 (+) 0.98 N 1.11 (+) 1.28 (+) 1.12 (+) 1.68 (+) 40 

VP62 0.83 (-) 1.32 (+) 1.02 N 1.51 (+) 0.95 N 2.08 (+) 10 

VP63 0.89 (-) 0.58 (-) 0.94 (-) 1.29 (+) 0.85 (-) 1.19 (+) 20 

VP68 0.89 (-) 1.50 (+) 1.20 (+) 1.78 (+) 1.11 (+) 1.11 (+) 20 

VP72 0.91 (-) 1.26 (+) 1.06 (+) 1.62 (+) 0.81 (-) 1.44 (+) 10 

VP73 0.89 (-) 1.10 (+) 0.93 (-) 1.10 (+) 0.90 (-) 0.96 N 30 

VP76 1.47 (+) 0.91 (-) 1.39 (+) 1.48 (+) 1.44 (+) 1.32 (+) 0 

VP81 0.94 (-) 1.21 (+) 0.98 N 1.13 (+) 0.73 (-) 0.73 (-) 10 

VP88 1.07 (+) 1.12 (+) 0.90 (-) 0.60 (-) 0.83 (-) 0.83 (-) 10 

 (+): efeito de crescimento; (-): efeito de inibição; (N) efeito nulo ou sem efeito. 

 

 

Na Tabela 3 pode-se observar que grande parte dos tratamentos apresentou 

algum efeito sobre a planta. Dentre os tratamentos, 54% apresentou efeito inibitório 

no comprimento da haste e 51% no comprimento do sistema radicular. Quanto a 

massa verde, pode-se observar que apenas 6 tratamentos apresentaram efeito 

inibitório na raiz e 19 na haste da planta. Com essas variações, nota-se que os 

efeitos apresentaram maior frequência na haste.  
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Para definir o tratamento com melhor potencial de controle biológico, refinou-

se apenas os tratamentos que apresentaram efeito de inibição em todos os fatores 

avaliados, sendo eles: DF21, VP51, VP52 e VP55. Para avaliar os tratamentos 

selecionados, foi realizada a análise da variância, conforme pode ser observado na 

Tabela 4. 

 

 

TABELA 4 - Efeitos dos tratamentos na parte aérea e sistema radicular sobre a C. 
sativus. 

Tratamento 

Haste Raiz 
Efeito 

Fitotóxico Comprimento 
Massa 
Verde 

Massa 
Seca 

Comprimento 
Massa 
Verde 

Massa 
Seca 

DF21 0,604  b 0,648 b 0,688 a 0,938 a 0,933 a 0,835 a 40 

VP51 0,650  b 0,885 ab 0,638 a 0,824 a 0,803 a 0,776 a 60 

VP52 0,923  a 0,922 a 0,746 a 0,827 a 0,703 a 0,733 a 20 

VP55 0,771 ab 0,742 ab 0,755 a 0,791 a 0,738 a 0,889 a 30 

  

 

Na Tabela 4 observa-se que todos os tratamentos apresentaram efeito de 

inibição. Quando analisado a raiz, pode-se verificar que não houve efeito 

significativo a nível de 5% de erro no teste de Tukey. Esse resultado demonstra que 

ambos os tratamentos apresentaram inibição no crescimento e desenvolvimento da 

raiz de forma semelhante.  

No comprimento da haste, os tratamentos DF21 e VP51 apresentaram 

resultados semelhantes e diferiram dos demais tratamentos. O DF21 apresentou 

menor proporção de massa verde, diferindo estatisticamente dos demais 

tratamentos.  

Dentre os tratamentos, o VP51 apresentou nota 60, quando avaliada os 

efeitos fitotóxico. Dentre os efeitos, apresentou crestamento e amarelecimento das 

folhas sobre a C. sativus. 

A inibição do crescimento, também denominada de nanismo de ação lenta, 

também foi observada por Weissmann et al. (2003) ao avaliar o potencial fitotóxico 

de isolados bacterianos em plantas daninhas.  Para Gronwald et al. (2002), a 

inibição do crescimento de haste é um fator importante na definição do bioherbicida, 
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sendo que em seus resultados obteve redução em 31% na altura das plantas e a 

redução do números de plantas vivas ao final do experimento. 

Lynn Walker e Tilley (1997) também observaram o efeito significativo da 

redução do peso seco e não a mortalidade de diversas espécies de plantas causada 

por Myrothecium verrucaria como potencial agente herbicida de Senna obtusifolia. 

Segundo Hetherington et al. (2002), um bioherbicida em muitos casos não 

irá necessariamente causar o mesmo efeito que um herbicida químico, causando 

mortalidade nas plantas. No entanto, ele tem o potencial através da infecção e do 

retardo no crescimento de mudas de plantas daninhas para fornecer uma vantagem 

competitiva para mudas de culturas. 

Após a primeira etapa dos bioensaios, há necessidade de otimizar o 

processo fermentativo, realizando análises com diferentes concentrações e/ou até 

mesmo, com a mistura dos agentes.  

 

 

4.1.3.3 Identificação Molecular do micro-organismo com potencial fitotóxico 

 

As sequências nucleotídicas do isolado foram comparadas com as espécies 

do banco de dados NCBI, selecionando-se 42 sequências com melhor cobertura e 

semelhança. O resultado da análise pela matriz de correlação, no qual os 

coeficientes encontrados são indicadores de melhor alinhamento. Os 5 melhores 

coeficientes de correlação podem ser visualizados na Tabela 5. 

 

TABELA 5 - Matriz de correlação entres as cincos principais espécies com melhores 
alinhamentos sequenciais. 

  VP51  
Diaporthe 

schini 
Diaporthe 

terebinthifolii 
Diaporthe 

phaseolorum 
Diaporthe 

endophytica 
Diaporthe 

phaseolorum 

VP51  1 0,993 0,987 0,986 0,968 0,982 

Diaporthe schini 0,993 1 0,987 0,979 0,968 0,975 

Diaporthe 
terebinthifolii 

0,987 0,987 1 0,986 0,968 0,982 

Diaporthe 
phaseolorum 

0,986 0,979 0,986 1 0,975 0,996 

Diaporthe 
endophytica 

0,968 0,968 0,968 0,975 1 0,972 

Diaporthe 
phaseolorum 

0,982 0,975 0,982 0,996 0,972 1 
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Com base na Tabela 5, pode-se observar que o VP51 apresentou maior 

correlação com a espécie Diaporthe schini (0,993), mas somente esse resultado não 

é suficiente para garantir sua identificação. Pode-se considerar, no entanto, que o 

fungo VP51 pertence ao gênero Diaporthe. 

O gênero Diaporthe, anamorfo Phomopsis, pertence ao Filo Ascomycota, 

sub-filo Pezizomycotina, Classe Sordariomycetes, Ordem Diaporthales, 

caracterizados como fungos de reprodução sexuada, dos quais a maioria possui sua 

forma assexual, dificultando a identificação desse gênero a nível de espécie 

(GOMES, 2012). 

Diaporthe é frequentemente descrito como produtor de enzimas e 

metabólitos secundários (DAI et al., 2005) com potencial antibiótico (LIN et al., 

2005); fungicida (WU et al., 2008); anticancerígeno (KUMARAN, 2009); impedindo a 

herbivoria (VESTERLUND et al., 2011), assim como no controle biológico de ervas 

daninhas (ASH et al., 2010).  

Os compostos 2,4-dihidroxi-5,6-dimetil benzoato de etila e 

phomopsilactona (SILVA et al., 2005); phomopxanthona A, B (ISAKA et al., 2001); 

taxol (KUMARAN, 2009); sesquiterpeno, esterol (LIN et al., 2005); 

phomopsichalasina (TAN e ZOU, 2001); lactonas (WU et al., 2008); dicerandrol 

A,B,C (WAGENAAR e CLARDY, 2001); derivados de micoepoxidieno (PRACHYA et 

al., 2007) são produzidos por esse gênero para diversas finalidades.  

Relata-se também a produção de metabólitos como phomopsina (SHIVAS et 

al., 1991); nonenolides, phomonol, phomotona, phomofeno (LI et al., 2010); meleina, 

nectriapirona, 4-hydroxymeleina, scitalona, tirosol, clavatol, ácido mevinico, 

mevalonolactona, phomol (WEBER et al., 2005) e lacase (DAI et al., 2010). 

A ampla gama de hospedeiros suscetíveis a Diaporthe, a especificidade em 

causar doença a determinados hospedeiros e mecanismos de infecção de algumas 

espécies e a sua persistência no ambiente favorece o uso de algumas espécies 

desse gênero no controle de plantas daninhas (ORTIZ RIBBING; WILLIAMS, 2006). 

Gomes (2012) relata que atualmente, Phomopsis amaranthicola tem sido 

utilizada como um agente bioherbicida, infectando e matando a planta daninha 

Amaranthus spp., em sistemas de cultivo em todo o mundo. A espécie fúngica foi 



35 
 

patenteada (Patente dos EUA n º s 5510316 e 5393728) para o controle de 

Amaranthus spp.  

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Foram isolados e testados 39 fungos coletados de plantas daninhas do 

bioma Pampa, sendo que, aproximadamente 53% do total, apresentou efeito na 

inibição do crescimento, o que demonstra a possibilidade da utilização de recursos 

do meio para o controle de plantas daninhas. Dentre os fungos, foi selecionado o 

tratamento VP51, identificado, através de análise morfológica, do gênero Diaporthe, 

apresentando resultados de inibição do crescimento e efeito fitotóxico de 

crestamento e amarelecimento das folhas em plantas testes. Os resultados obtidos a 

priori ressaltam o potencial de biocontrole do fungo Diaporthe sp, sendo necessário 

otimizar os processos e os meios fermentativos, a fim de obter um produto de reduzir 

o custo e aumentar a produção de metabólitos.  
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4.2 ARTIGO II: OTIMIZAÇÃO DA PRODUÇÃO DE UMA SUBSTÂNCIA 

BIOHERBICIDA PELO FUNGO Diaporthe sp.  

 

RESUMO: O objetivo deste trabalho é otimizar os meios sintético e industrial, 
utilizando fermentação submersa, para o crescimento de Diaporthe sp. e, avaliar os 
efeitos fitotóxicos dos metabólitos na germinação de plantas-teste. Como inóculo foi 
utilizado um fungo isolado a partir de amostras infectadas de planta daninha. As 
fermentações foram realizadas a 28ºC e sob agitação em incubadora a 120 rpm, 
permanecendo por 7 dias. Para otimizar os meios de fermentação sintético foi 
utilizado foi utilizado o delineamento experimenta Plackett-Burman, avaliando o pH, 
peptona, extrato de levedura glicose. Para os meios industriais foi utilizado o 
Delineamento Composto Central Rotacional, avaliando a sacarose e o composto 
agroindustrial (água de maceração de milho e água de maceração de sorgo). A 
biomassa fúngica foi determinada pelo método de peso do micélio seco. Para avaliar 
o desempenho do herbicida de origem biológica foram utilizadas sementes de 
plantas-teste e papel germitest. O meio de fermentação composto por água de 
maceração de milho pode ser empregado em processos de fermentação, 
apresentando um crescimento correspondente a 23,872 g.L-1 de biomassa fúngica, 
assim como, pode ser inibidor de desenvolvimento de culturas monocotiledôneas e 
dicotiledôneas. 

 

 

4.2.1 INTRODUÇÃO 

 

Na década de 1980 deu-se início às pesquisas utilizando metabólitos de 

origem fúngica para o controle de plantas daninhas. Os produtos fitotóxicos naturais 

apresentam maiores massas molares e estrutura mais complexa que compostos 

obtidos sinteticamente, observam-se uma maior proporção de átomos de oxigênio e 

nitrogênio e a ausência de átomos da família dos halogênios, os quais são bastante 

comuns nos compostos utilizados tradicionalmente como agroquímicos na 

agricultura (DUKE et al., 2000). 

Algumas dessas substâncias fitotóxicas podem ser produzidas por bactérias, 

fungos, plantas e algas, na forma de metabólitos secundários. Esses compostos não 

apresentam características enzimáticas, hormonais ou de ácidos nucléicos 

(GOODMAN et al., 1986) e são capazes de causar doenças e até a morte de plantas 

(SCHMELZ et al., TRUCKSESS, 2004). 

Descobrir herbicidas com novos sítios de ação é muito importante, uma vez 

que o aparecimento de plantas daninhas com resistência aos herbicidas sintéticos 

convencionais tem aumentado em escala logarítmica, considerando o fato de que o 
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mercado para esses produtos alcançou o nível de saturação. As micotoxinas são 

utilizadas como ferramentas para o conhecimento de novos sítios moleculares de 

ação ainda não descobertos para os herbicidas convencionais (TREMACOLDI, 

2006). 

Para conciliar o desenvolvimento sustentável com o conceito de agricultura 

industrial (SANTOS et al., 2012), uma das alternativas é a utilização dos recursos 

genéticos da vasta biodiversidade brasileira ainda inexplorada. O bioma Pampa 

destaca-se de outros biomas por ser o único cuja ocorrência é restrita a somente um 

Estado e por ser o bioma mais desconhecido de todos os biomas brasileiros (IBGE, 

2004). A bioprospecção dos micro-organismos neste bioma pode contribuir para o 

desenvolvimento econômico e sustentável do país, devido aos inúmeros processos 

biotecnológicos que podem ser desenvolvidos, utilizando enzimas e metabólitos 

secundários (BOLDRINI, 1997; KLEIN, 1984; BILENCA e MIÑARRO, 2004). 

Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo otimizar os 

meios sintético e industrial, utilizando fermentação submersa, para o crescimento de 

Diaporthe sp. e, avaliar os efeitos fitotóxicos na germinação de plantas-teste. 

 

 

4.2.2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.2.2.1 – Micro-organismo, inóculo, fermentações e biomassa 

 

 

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Bioprocessos, 

Departamento de Engenharia Química-Universidade Federal de Santa Maria, RS. 

Foi utilizado Diaporthe sp. como inóculo, isolado a partir de amostras infectadas da 

planta Solanum americanum Mill. obtida no bioma Pampa.  

Para a fermentação submersa, foi selecionado 1 disco (6 mm) do micélio 

fúngico, cultivado em BDA, e inoculado em Erlenmeyers contendo 150 mL de meio 

líquido esterilizado. A formulação do meio de cultura foi realizada, mantendo as 

concentrações de sulfato de amônio (NH4)2SO4 (2 g/L-1), sulfato de magnésio 

(MgSO4.7H2O) (0,5 g/L-1); sulfato ferroso (FeSO4.7H20) (1g/L-1) e sulfato de 

manganês (MnSO4.H2O) (1 g/L-1) (PARRA et al., 2005; ZHANG et al., 2012; 
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SELBMANN et al., 2002; YU et al., 1998). As fermentações foram realizadas a 28ºC 

e sob agitação em incubadora a 120 rpm, permanecendo por 7 dias sob estas 

condições.  

A biomassa fúngica foi determinada pelo método de peso do micélio seco 

(PRAKASH e SRIVASTAVA, 2008). Após a fermentação, a massa de células foi 

separada pelo processo de centrifugação em centrífuga orbital a 4000 rpm em 5 

minutos. As células foram lavadas com água destilada e colocadas para secar em 

estufa a 50° C, num período de 48 horas.  

 

 

4.2.2.2 Otimização do meio sintético 

 

 

A composição do meio sintético foi definido combinando, inicialmente, 

diferentes valores de glicose, peptona, extrato de levedura e pH. Para analisar os 

efeitos das variáveis independentes sobre o crescimento do fungo, foi utilizado o 

delineamento experimental de Plackett-Burman com 8 ensaios mais 3 pontos 

centrais (PB8). As variáveis investigadas foram glicose (5-15 gL -1),  peptona (5-10 

gL -1),  extrato de levedura (5-10 gL -1)  e pH (5-7).  

 

 

4.2.2.3 - Otimização do meio industrial  

 

 

O meio industrial consistiu em substituir a glicose, peptona e extrato de 

levedura por substratos industriais como a água de maceração de milho (AMM) e 

sacarose (açúcar cristal). Outra combinação de substratos foi caldo de sorgo e 

sacarose. Para este propósito, foi utilizado o experimento DCCR com duas variáveis 

independentes para avaliar o efeito na produção de biomassa fúngica em cada uma 

das combinações de substrato. 

 

 

4.2.2.4 – Crescimento de biomassa de Diaporthe sp.  
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Para verificar o crescimento de biomassa fúngica, foram utilizados os meios 

otimizados sintético e industriais (AMM e AMS). Para cada meio, foram realizados 8 

repetições e submetidos a fermentação em incubadora, por 8 dias, a 120 rpm e 28ºC 

a temperatura, sendo que a cada 24 horas foi retirado um amostra para avaliar a 

massa seca. 

 

 

4.2.2.5 - Efeito biológico na germinação  

 

 

Para avaliar o desempenho do herbicida de origem biológica produzido por 

Diaporthe sp. foram utilizadas sementes de Cucumis sativus var. wisconsin (pepino) 

e Sorghum sp.- AS 4420 (sorgo). Foram aplicados 35 mL do bioprodutos, sem 

diluição, em papel germitest contendo 50 sementes de cada cultura e colocados em 

sacolas plásticas fechadas, sendo mantidas em estufa a 28ºC. Utilizando-se como 

grupo controle um tratamento com água. As avaliações dos efeitos foram realizadas 

10 dias após a aplicação, de acordo com as Regras para Análise de Sementes - 

RAS (Brasil, 2009). 

 

 

4.2.3 RESULTADOS  

 

 

4.2.3.1 Otimização em meio sintético   

 

 

A utilização do planejamento experimental visou determinar as melhores 

condições para crescimento de biomassa fúngica, e seus resultados podem ser 

visualizados na Tabela 6. 

É possível observar que em todos os tratamentos houve crescimento de 

biomassa, sendo que a concentração fúngica variou entre 4,03 g.L-1 (ensaio 6) e 

16,934 g.L-1 (ensaio 4). Contudo, pode-se verificar que houve variação no 

crescimento conforme se altera as concentrações das variáveis (pH, glicose, 

peptona e extrato de levedura) 
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.TABELA 6 - Matriz experimental de Plackett-Burman para avaliar a influência do 
meio sintético em concentração de biomassa fúngica após sete dias de fermentação 
de Diaporthe sp. 

Ensaio pH 
Glicose 
(g.L-1) 

Peptona 
(g.L-1) 

Extrato de 
levedura 

(g.L-1) 

Biomassa 
fúngica 
(g.L-1) 

1 7 (1) 5 (-1) 5 (-1) 10 (1) 9,44 
2 7 (1) 15 (1) 5 (-1) 5 (-1) 4,85 
3 7 (1) 15 (1) 15 (1) 5 (-1) 12,31 
4 5 (-1) 15 (1) 15 (1) 10 (1) 16,93 
5 7 (1) 5 (-1) 15 (1) 10 (1) 12,91 
6 5 (-1) 15 (1) 5 (-1) 10 (1) 4,03 
7 5 (-1) 5 (-1) 15 (1) 5 (-1) 13,98 
8 5 (-1) 15 (-1) 5 (-1) 5 (-1) 4,76 
9 6 (0) 10 (0) 10 (0) 7.5 (0) 10,29 
10 6 (0) 10 (0) 10 (0) 7.5 (0) 11,46 
11 6 (0) 10 (0) 10 (0) 7.5 (0) 11,78 

 

 

A análise do efeito de cada variável na produção de biomassa de Diaporthe 

sp. pode ser observado no gráfico de pareto na Figura 3.  

 

 

p=0,1

(1)pH

(2)Glicose

(4)Extrato de Levedura

(3)Peptona

1,22

-0,49

-0,03

5,42

 

FIGURA 3 - Estimativa dos efeitos da variação de pH e as concentrações de 
peptona, extrato de levedura e glicose na concentração de biomassa fúngica de 
Diaporthe sp. em meio sintético. 
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Na Figura 3, pode-se verificar que no crescimento de biomassa fúngica, a 

variável peptona apresentou efeito significativo a 90% de confiança (p<0,1). O efeito 

foi positivo (5,4255), indicando que para otimizar a produção de biomassa fúngica é 

necessário o aumento da concentração de peptona. Ainda na Tabela 4, pode-se 

verificar que os melhores resultados foram obtidos nos ensaios com 15 g.L-1 de 

peptona (ensaios 3,4,5 e 7).  

Para otimizar o meio fermentativo, foi realizado um experimento aumentando 

gradativamente a concentração de peptona, fixando entre 10 g.L-1 e 80 g.L-1 e os 

experimentos foram realizados com três repetições. Os resultados podem ser 

verificados na Figura 4. 
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Figura 4 - Concentração de biomassa fúngica de Diaporthe sp. em relação à 
variação de peptona. 

 

 

A concentração de biomassa fúngica variou entre 8,3388 g.L-1 e 15,83 g.L-1 

para 10 g.L-1 e 40 g.L-1 de peptona, respectivamente. Todos os tratamentos 
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apresentaram diferenças significativas no Teste de Tukey a nível de 5% de erro, e 

foi possível verificar que o maior crescimento ocorreu na tratamento 3 (40 g.L-1 de 

peptona), obtendo em média 15,86 g.L-1 de biomassa fúngica. 

O modelo apresentou um coeficiente de determinação R² = 0,914, indicando 

um bom ajuste dos dados experimentais, sendo possível estimar o ponto de máxima 

com aproximadamente 51 g.L-1 de peptona para otimizar a produção de biomassa.  

 

 

4.2.3.2 Otimização meio industrial  

 

 

O meio sintético apresenta um crescimento significativo, mas seu custo é 

considerado elevado para a produção em escala industrial. Para minimizar o custo 

de produção, foram avaliados dois substratos alternativos para a composição do 

meio de cultura, sendo eles: água de maceração de milho e sacarose. 

 

 

4.2.3.3 Meio industrial com Água de Maceração de Milho (AMM) e sacarose 

 

 

A concentração de biomassa fúngica de Diaporthe sp. foi avaliada através de 

uma matriz experimental DCCR com duas variáveis independentes, ou seja, foram 

alteradas as concentrações de sacarose ( entre 12,95 e 27,05 g.L-1) e percentual de 

AMM (entre 2,95 a 17,05 % v.v-1). Para a avaliação, foram realizados 11 ensaios, 

sendo 3 testemunhas no ponto central.  

Na Tabela 7 estão dispostos os resultados obtidos no experimento fatorial, no 

qual pode-se verificar que a concentração de biomassa fúngica do Diaporthe sp. 

variou entre 10,076 g.L-1 (ensaio 7) e 23,872 g.L-1 (ensaio 8), resultando em um 

aumento de aproximadamente 41% em comparação com a maior produção de 

biomassa em meio sintético.  
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TABELA 7 - Matriz experimental fracionado utilizado na avaliação de biomassa 
fúngica de Diaporthe sp. em meio industrial de AMM. 

Ensaio 
Sacarose 

(g.L-1) 
AMM 

(%.v.v-1) 
Biomassa fúngica 

(g.L-1) 

1 15 (-1) 5 (-1) 13,109 

2 25 ( 1) 5 (-1) 11,907 

3 15 (-1) 15 ( 1) 19,863 

4 25 ( 1) 15 ( 1) 21,817 

5 12,95 (-1,41) 10 ( 0) 18,394 

6 27,05 (1,41) 10 ( 0) 15,639 

7 20 ( 0) 2,95 (-1,41) 10,076 

8 20 ( 0) 17,05 (1,41) 23,872 

9 20 ( 0) 10 ( 0) 17,889 

10 20 ( 0) 10 ( 0) 17,154 

11 20 ( 0) 10 ( 0) 18,256 

 

 

Como houve variação no crescimento de biomassa, foi realizada a análise 

dos efeitos das variáveis independentes para identificar suas relações e interações 

com a produção de biomassa, conforme pode ser visualizado na Figura 5. 

 

 

p=,1

Sacarose(Q)

Sacarose(L)

AMM(Q)

Interação

AMM(L)
13,351

1,647

-1,183

-1,158

-1,130

 

FIGURA 5 - Estimativa dos efeitos das variáveis sacarose e AMM na produção de 
biomassa fúngica do Diaporthe sp. em meio industrial. 
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Na Figura 5, pode-se observar que apenas o efeito linear de AMM 

apresentou significância a nível de confiança de 90% (p<0,1) e coeficiente positivo, 

demonstrando que a medida que aumenta o percentual de AMM sobre o volume, há 

um incremento na concentração de biomassa fúngica. Esse resultado é possível 

verificar ao observar a Tabela 7, no qual os melhores resultados ocorreram nos 

tratamentos 3, 4 e 8 com biomassa de 19,863, 21,817 e 23,872 g.L-1, 

respectivamente, sendo que todos possuíam maior percentual de AMM.   

Com base nos resultados obtidos, pode-se modelar uma função que 

representa a concentração de biomassa fúngica em relação às variáveis 

independentes, conforme a equação 2. 

 

 

 
 

 

Onde: FBcsl é a concentração de biomassa fúngica (g.L-1) no meio industrial 

com AMM, S é a concentração de sacarose (g.L-1) e CSL representa o percentual 

AMM (%.v.v-1). 

O modelo foi validado pela análise de variância e obteve um índice de 

determinação R²=0,9723, demonstrando um ótimo desempenho na predição da 

biomassa fúngica. A maximização da produção de biomassa fúngica é obtida com 

aproximadamente 18 g.L-1 de sacarose e 33 % v.v-1 de AMM, estimando o valor da 

biomassa em 28,6 g.L-1, representando um incremento de 60% sobre a produção 

máxima obtida na otimização em meio sintético. 

 

 

4.2.3.4 Meio industrial com caldo de sorgo e sacarose 

 

 

Assim como a AMM, o resíduo gerado na maceração de sorgo, também foi 

avaliado no crescimento de biomassa fúngica para o fungo Diaporthe sp. Para a 

realização da análise, utilizou-se da matriz experimental DCCR variando a 

concentração de sacarose (g.L-1) e água de sorgo macerado (%.v.v-1). Na Tabela 8 

pode-se avaliar a biomassa fúngica em meio industrial de AMS. 

(2) 
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TABELA 8 - Matriz experimental fracionado utilizado na avaliação de biomassa 
fúngica de Diaporthe sp. em meio industrial de AMS. 

Ensaio 
Sacarose 

(g.L-1) 
AMS 

(%v.v-1) 
Biomassa fúngica 

(g.L-1) 

1 15 (-1) 5 (-1) 0,01 

2 25 ( 1) 5 (-1) 0,01 

3 15 (-1) 15 ( 1) 4,81 

4 25 ( 1) 15 ( 1) 5,69 

5 12,95 (-1,41) 10 ( 0) 0,21 

6 27,05 (1,41) 10 ( 0) 0,75 

7 20 ( 0) 2,95 (-1,41) 0,02 

8 20 ( 0) 17,05 (1,41) 5,91 

9 20 ( 0) 10 ( 0) 0,42 

10 20 ( 0) 10 ( 0) 0,58 

11 20 ( 0) 10 ( 0) 0,51 

 

 

A concentração de biomassa não foi expressiva quando comparado com os 

meios anteriores, sendo que os resultados variaram entre 0,009 g.L-1 a 5,909 g.L-1. 

Na Figura 6 é possível observar a estimativa dos efeitos de cada variável 

independente na produção de biomassa do Diaporthe sp. 

 

 

p=,1

Interação

Sacarose(Q)

Sacarose(L)

AMS(Q)

AMS(L)

5,2463

0,8829

0,7718

0,6639

10,048

 

FIGURA 6 - Estimativa dos efeitos das variáveis sacarose e AMS na produção de 
biomassa fúngica do Diaporthe sp. em meio industrial. 
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Como se pode analisar na Figura 6, apenas a concentração de AMS 

apresentou efeito estatisticamente significativo (p<0,1) a um intervalo de confiança 

de 90%.  Os resultados apresentados na Tabela 8 foram utilizados na modelagem 

de uma função quadrática representando a concentração de biomassa fúngica em 

relação às variáveis independentes, conforme equação 3. 

 

 

 

Onde: FBMS é a concentração de biomassa fúngica (g.L-1) no meio industrial 

com AMS, S é a concentração de sacarose (g.L-1) e MS representa o percentual 

AMS (%.v.v-1). 

O modelo foi validado pela análise da variância (ANOVA) e obtendo um 

índice de determinação (R²) de 0,97, considerado um ótimo desempenho. Mas como 

o coeficiente que acompanha as variáveis quadráticas é positivo, o modelo não pode 

ser utilizado para estimar a produção máxima, apenas ponto com menor 

crescimento de biomassa.  

Para otimizar o meio, foi realizado uma experimentação fixando o valor da 

concentração de sacarose em 20 g.L-1 e variando o percentual de AMS sobre o 

volume total entre 10 % v.v-1e 30% v.v-1 (Tabela 9). A variável sacarose foi fixada em 

ponto central (-1,41), visto que na análise estatística não apresentava efeito 

significativo. 

 
 

TABELA 9 - Variação de concentração de AMS para avaliação do crescimento de 
biomassa de Diaporthe sp. em meio industrial. 

Ensaios 
AMS 

(%.v.v-1) 
Biomassa fúngica 

(g.L-1) 

1 10 0,703 
2 12,5 2,920 
3 15 4,833 
4 17,5 7,793 
5 20 8,289 
6 22,5 8,337 
7 25 9,183 
8 27,5 9,570 
9 30 9,487 

10 10 0,944 
11 10 0,763 

(3) 
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Na Tabela 9, observou-se que a concentração de biomassa variou entre 

0,703 g.L-1 (ensaio 1) e 9,570 g.L-1 (ensaio 8), constatando um melhor crescimento 

quando comparado com o a primeira avaliação.  

Os valores foram modelados numa função quadrática em relação a 

concentração de AMS, conforme equação 4. 

 

 

 

Onde: FBMS é a concentração de biomassa fúngica (g.L-1) no meio industrial 

com AMS e MS representa o percentual AMS (%.v.v-1).Este modelo apresentou 

índice de determinação (R²) de 0,987, sendo estimado uma produção máxima em 

aproximadamente 9,6 g.L-1 de biomassa fúngica, com uma concentração de 20 g.L-1 

de sacarose e 27 % v.v-1 de água de maceração de sorgo.  Mesmo com os 

resultados obtidos na otimização, o meio industrial com AMS não apresentou 

vantagem, representando apenas 33% da produção do meio com AMM, sendo 

indicado como alternativa para a redução do custo de produção.  

 

4.2.3.5 Análise do crescimento de biomassa fúngica  

 

Após a otimização dos meios fermentativos, foi realizada a análise do 

crescimento de biomassa fúngica num período de 8 dias. Os meios utilizados podem 

ser observados na Tabela 10. 

 

TABELA 10 - Substratos definidos como meios de fermentação otimizados para o 
fungo Diaporthe sp. 

Substratos 
Meio de fermentação 

Sintético Milho Sorgo 

Glicose (g.L-1) 10 ---- ---- 
Peptona (g.L-1) 51 ---- ---- 

Extrato Levedura (g.L-1) 7,5 ---- ---- 
Sacarose (g.L-1) ---- 18 20 
AMM (%.v.v-1) ---- 33 ---- 
AMS (%.v.v-1) ---- ---- 27 

(NH4)2SO4 (g.L-1) 2 2 2 
FeSO4.7H2O (g.L-1) 1 1 1 

MgSO4 (g.L-1) 0,5 0,5 0,5 
MnSO4.H2O (g.L-1) 1 1 1 

(4) 
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Na Figura 7 observa-se o crescimento de biomassa fúngica de Diaporthe sp. 

em meio sintético, industrial de AMM e industrial de AMS, em condições otimizadas.   

 

 

 

FIGURA 7 – Crescimento de biomassa fúngica de Diaporthe sp. em meio sintético, 
industrial de AMM e industrial de AMS, em condições otimizadas. 

 

 

O meio de fermentação industrial de AMS otimizado apresentou máxima de 

29,41 g.L-1 de concentração de biomassa entre 5 e 7 dias de fermentação. No meio 

sintético a concentração máxima de biomassa fúngica foi obtida entre 4 e 6 dias de 

fermentação submersa.  

Para o meio industrial de AMM otimizado, o pico de crescimento foi 

registrado entre 5 e 7 dias com máximo de 28,40 g.L-1, que representa um 

incremento de aproximadamente 58% na biomassa de Diaporthe sp. corroborando 

com a análise realizada anteriormente na otimização do meio. Este resultado pode 

ser relacionado as características do composto industrial. Segundo Hoch (1997), a 

milhocina (água de maceração de milho), é economicamente atrativa, e os estudos 

demonstram resultados satisfatórios na produção de biomassa, por ser uma 
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potencial fonte de nitrogênio. Para Formanek (1998), Parekh et al.(1999) e Valduga 

et al (2007), a milhocina possui vitaminas, minerais e carboidratos que são eficazes 

no processo de fermentação.  

 

 

4.2.3.6 Teste biológico na germinação de sementes 

 

 

Para os avaliação do efeito na germinação de sementes, foram utilizadas C. 

sativus var. wisconsin e Sorghum sp como teste e aplicado os bioprodutos dos três 

meios fermentativos otimizados resultantes da análise de crescimento fúngico, 

conforme Figura 8.  
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FIGURA 8 - Efeito fitotóxico do Diaporthe sp. em meio de fermentação sintético na 

germinação de Cucumis sativus var. wisconsin (a) e Sorghum sp (b). 

 
 

 Pode-se observar na Figura 8, os efeitos fitotóxicos causados na 

germinação, sendo que as testemunhas (água e o meio sem o inóculo) obteve a 
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totalidade das sementes germinadas em ambas as plantas teste, demonstrando que 

o meio não interfere no efeito fitotóxico na germinação.  

Na Figura 8a estão dispostos os efeitos na germinação de de C. sativus, no 

qual variou o efeito conforme a quantidade de dias de fermentação do meio. Nos 

ensaios D3 (três dias de fermentação) e D8 (oito dias de fermentação) não 

apresentou germinação.  

Os efeitos nas sementes de Sorghum sp. pode ser visualizada na figura 8b, o 

qual variou o efeito conforme a quantidade de dias em processo fermentativo. As 

plântulas anormais foram registradas com maior frequência nos dias 3, 4, 5, 7 e 8. 

Nesses dias, as plântulas que se desenvolviam eram deformadas, ou seja, 

desenvolvimento fraco ou com estruturas essenciais deformadas.  

Na Figura 9, pode-se observar os efeitos fitotóxicos produzido em meio de 

fermentação industrial AMM, na germinação de C. sativus (a) e Sorghum sp. (b). 
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FIGURA 9 - Efeito fitotóxico do Diaporthe sp. em meio de fermentação industrial de 
AMM na germinação de Cucumis sativus var. wisconsin (a) e Sorghum sp. (b). 
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Os efeito fitotóxico nas duas espécies não diferiram, ou seja, quando 

analisado apenas os meios fermentativos com inóculo, inibiram a germinação das 

sementes das plantas teste, no qual as sementes estavam em estágio de 

dormência. 

A avaliação de fitotoxidade do Diaporthe sp. inoculado em meio de água de 

maceração de sorgo na germinação pode ser visualizado na Figura 10.  
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FIGURA  10 - Efeito fitotóxico do Diaporthe sp. em meio de fermentação industrial de 
AMS na germinação de Cucumis sativus var. wisconsin (a) e Sorghum sp. (b). 

 

 

Na Figura 10a, é possível observar que o efeito mais frequente foi o 

desenvolvimento de plântulas anormais em sementes de C. sativus. Todas as 

plântulas apresentaram deformações ou fraco desenvolvimento quando comparado 

com as sementes testemunhas. Nas sementes de Sorghum sp. (Figura 10b) foi mais 

frequente o desenvolvimento de plântulas anormais ou deformadas. Algumas 

sementes não germinaram, a maioria eram dormentes, principalmente nos dias 2, 3 

e 4. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Foi possível observar que, em todos os meios fermentativos utilizados, 

houve a produção de biomassa fúngica do Diaporthe sp., sendo que a concentração 

no meio com resíduo agroindustrial de água de maceração de milho apresentou 

maior produção. Este resultado afirma a possibilidade de reutilização desse resíduo 

como fonte de nitrogênio na produção de biomassa, bem como uma forma eficiente 

na redução do custo de produção.  

O meio de fermentação submersa com água de maceração de sorgo não 

apresentou resultados expressivos, quando comparados com os demais meios, 

podendo ser utilizado como alternativa de redução de custo, substituindo o meio 

sintético.  

Os efeitos na germinação de plantas teste, ambos os meios apresentaram 

inibição, com destaque para o meio de fermentação industrial com AMM, no qual 

impediu a germinação em todas as sementes testadas. Estes resultados indicam a 

possibilidade da utilização do meio industrial na concentração de biomassa fúngica e 

produção de um bioproduto com potência de controle de plantas daninhas.   
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4.3 ARTIGO III: PRODUÇÃO DE BIOHERBICIDA POR FERMENTAÇÃO 

SUBMERSA EM BIORREATOR OPERANDO COM O FUNGO Diaporthe sp.  

 

 

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi otimizar o processo de fermentação 

submersa em resíduo industrial, de fungo fitopatogênico isolado a partir de planta 

daninha com sintomas de infecção, avaliando a produção de biomassa e o efeito 

fitotóxico na germinação de plantas-teste. As fermentações foram realizadas em 

biorreator STR, pH 5.8, a 28ºC, por um período de 72 horas. O delineamento foi 

definido pela matriz experimental 2n, considerando as variáveis aeração e agitação. 

A biomassa fúngica foi determinada pelo método de peso do micélio seco. Para 

avaliar o desempenho do herbicida de origem biológica foram utilizadas sementes 

de plantas-teste e papel germitest. O crescimento de biomassa fúngica foi maior em 

condições com menores rotações, no qual apresentou efeito significativo. Houve 

efeito de 100% na germinação das plantas teste, no qual não apresentou sementes 

germinadas, sendo um potencial biocontrole. 

 

 

4.3.1 INTRODUÇÃO 

 

 

As plantas daninhas crescem e competem com a plantação por nutrientes e 

disseminam suas sementes, o que faz permanecer o problema para as gerações 

seguintes (MCFADYEN, 1998), afetando o rendimento da produção de grãos na 

agricultura (LI et al., 2003). Uma das formas de manejo é o controle biológico por 

micro-organismos endofíticos, fitopatogênicos ou sapróbios. Esse método ganhou 

ascensão por ser prático e ambientalmente seguro (TRUJILLO, 2005). 

Devido à sua diversidade, os fungos endofíticos recebem maior destaque no 

meio científico, principalmente em estudos com foco na descoberta de novos 

metabólitos e enzimas, com aplicações nas áreas da saúde, ambiental e agrícola 

(MITCHELL et al., 2010; SMITH et al., 2008, XU et al., 2010). Segundo Schulz e 

Boyle (2005), aproximadamente 80% dos fungos endofíticos produzem compostos 

biologicamente ativos, como antibióticos, fungicidas e herbicidas. 
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Os metabólitos secundários podem ser obtidos por processo fermentativo 

(SANCHES e DEMAIN, 2002), na qual a fermentação submersa é a mais utilizada 

atualmente pela facilidade operacional, economia, espaço reduzido e por possibilitar 

o controle sobre as condições dos meios de cultivo (MACHADO, 2002). 

Um biorreator mantém este processo natural provendo condições adequadas 

como temperatura, pH, substrato, sais nutricionais, vitaminas e oxigênio (para 

organismos aeróbios), possibilitando que as células cresçam e produzam os 

metabólitos de interesse (SCHÜGERL, 1987). O modelo mais comumente utilizado é 

o convencional do tipo tanque agitado e aerado (STR).  

Diversos trabalhos têm sido publicados demonstrando a utilização de 

matérias-primas alternativas. Os resíduos vegetais vêm sendo intensamente 

estudados como fonte de carboidratos para processos fermentativos, pois estes 

materiais constituem uma fonte renovável (MISHRA; SINGH, 1993; SHAN; LEE, 

1994).  

De acordo com a Associação Brasileira das Indústrias de Milho (2014), nos 

últimos anos, a produção de milho vem apresentando rendimento recorde a cada 

ano, comprovando grande disponibilidade deste no mercado. Há duas formas para 

realizar o beneficiamento do milho, por processo a seco ou por via úmida. O 

subproduto do processamento dos grãos de milho obtido durante a lavagem e 

embebição dos grãos quando do fracionamento em amido e germe (óleo) é de 

nominado água de maceração de milho (corn steep liquor) (ABIMILHO, 2014).  

A água de maceração de milho, também chamado de milhocina, contém 

grande quantidade de nitrogênio, aminoácidos entre outros nutrientes, sendo 

utilizado principalmente como alimento complementar na fabricação de ração para 

ruminantes e aves (AMARTEY e LEUNG, 2000) e, em processos fermentativos, por 

ser fonte dos principais aminoácidos, nutrientes necessários às várias espécies de 

microrganismos (ARAI et al., 2003; GERN et al., 2008). 

Algumas espécies do gênero Diaporthe podem ser utilizadas em processos 

biotecnológicos com potencial no controle de ervas daninhas, ou seja, para 

produção de bioherbicida (ROSSKOPF et al., 2000a, b). Nesse contexto, há varias 

descobertas importantes relacionadas a este gênero, incluindo novos metabolitos 

estruturalmente significativos e fisiologicamente ativos (UDAYANGA et al., 2011). 

É possível avaliar a potencialidade da amostra testada, mesmo antes da 

análise da composição química, a partir de ensaios biológicos, que permitam avaliar 
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os efeitos fitotóxicos. Para avaliar o potencial de fitotoxicidade dos extratos, pode-se 

considerar a morfologia das sementes de uma grande variedade de plantas, 

verificando o crescimento das raízes e do caule (DUKE et al., 2000). 

Esse trabalho teve como objetivo otimizar o processo de fermentação 

submersa em biorreator do tipo STR, utilizando resíduo agroindustrial como 

substrato para a produção de metabólitos do fungo Diaporthe sp., e avaliar sua ação 

fitotóxica na germinação de plantas-teste. 

 

 

4.3.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.3.2.1 Micro-organismo e preparo do inóculo 

 

 

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Bioprocessos, 

Departamento de Engenharia Química-Universidade Federal de Santa Maria, RS. 

Para inóculo foi utilizado Diaporthe sp., isolado a partir de amostras infectadas da 

planta Solanum americanum Mill., coletada no bioma Pampa.  

Para acelerar a fase lag da cinética, o micro-organismo foi incubado em 

Erlenmeyers, contendo 150 mL de meio otimizado, sob as mesmas concentrações 

utilizadas para o processo de fermentação. O meio otimizado é composto por 33% 

(v/v) de água de maceração de milho (AMM), 18 g.L-1 de sacarore, 2 g.L-1 de sulfato 

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

sulfato ferroso (FeSO4.7H20), e 1 g.L-1 de sulfato de manganês (MnSO4.H2O) 

(PARRA et al., 2005; ZHANG et al., 2012; SELBMANN et al., 2002;. YU et al., 1998). 

O material foi previamente autoclavado e incubado a 28ºC, num período de 15 dias. 

A AMM foi cedida pela empresa Yakult S/A, localizada no município de Piracicaba-

SP e a sacarose obtida em comércio local. 

Pela ausência da produção de esporos dessa espécie em meio de cultura, 

principalmente quando isolado endofiticamente (REHNER; UECKER, 1994), foi 

utilizado o micélio macerado (ALFENAS e MAFIA, 2007). Aproximadamente 7 g de 

micélio foram inoculados em garrafas de Roux contendo 150 mL do meio de cultura, 

o mesmo utilizado para o crescimento do fungo.  
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4.3.2.2 Condições de Cultivo  

 

 

Os cultivos foram realizados em um biorreator batelada do tipo STR de 

volume útil de 4,5 L. Foram avaliadas a aeração (0,1; 1,5 e 2,0 vvm) e a agitação (40; 

50 e 60 rpm). A temperatura de incubação foi de 28ºC e pH 5,8 por 72 horas.  

Para ajuste do pH foram acopladas às bombas peristálticas do processador 

do aparelho, soluções 2 M de ácido acético e hidróxido de sódio e, para controle de 

espuma foi utilizado o Agrotox AG229. Ao final do cultivo, a biomassa foi coletada 

por filtração e seca em estufa a 50ºC durante 48h. Antes da fermentação, o meio de 

cultivo, juntamente com o biorreator e acessórios, foram autoclavados a 121ºC, 

durante 45 min.  

 

 

4.3.2.3. Delineamento Experimental  

 

 

Os parâmetros estudados foram avaliados utilizando o delineamento 

experimental fatorial 2n (Box, Hunter e Hunter) com três repetições do ponto central. 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do Software Statistica 7. 

 

 

4.3.2.4. Efeito biológico na germinação  

 

 

Para avaliar o desempenho do herbicida de origem biológica produzido por 

Diaporthe sp. foram utilizadas sementes de Cucumis sativus var. wisconsin (pepino) 

e Sorghum sp.- AS 4420 (sorgo). Foi aplicado 35 mL do bioprodutos, sem diluição, 

em papel germitest contendo 50 sementes de cada espécie e, colocados em sacos 

plásticos de polietileno transparente, sendo mantidas em estufa a 28ºC. Utilizando-

se como grupo controle um tratamento com água e outro com o meio de 

fermentação sem inóculo. As avaliações dos efeitos foram realizadas 10 dias após a 

aplicação, de acordo com as Regras para Análise de Sementes - RAS (Brasil, 2009). 
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4.3.3 RESULTADOS  

 

 

4.3.3.1 Otimização do bioprocesso 

 

 

A utilização do planejamento experimental visou determinar as melhores 

condições para crescimento de biomassa fúngica, e seus resultados podem ser 

visualizados na Tabela 11.  

 

 

TABELA 11 - Matriz experimental para avaliar a influência do meio industrial em 
concentração de biomassa fúngica de Diaporthe sp. após sete dias de fermentação. 

Ensaio 
Agitação 

(rpm) 
Aeração 

(vvm) 

Biomassa fúngica 

(g.L
-1

) 

1 40 (-1) 1 (-1) 29,17 

2 60 ( 1) 1 (-1) 21,24 

3 40 (-1) 3( 1) 27,80 

4 60( 1) 3( 1) 22,39 

5 50 (0) 2 (0) 25,67 

6 50 (0) 2 (0) 24,78 

7 50 (0) 2 (0) 25,63 

 

 

Com a realização da matriz experimental, observa-se que a produção de 

biomassa fúngica do Diaporthe sp. variou de 21,237 g.L-1 e 29,175 g.L-1, nos ensaios 

2 e 1, respectivamente.   

Para verificar os efeitos da agitação e aeração na produção de biomassa 

fúngica, foi realizada a ANOVA com 90% de nível de confiança, podendo ser 

verificado na Figura 11. 
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p=,1

Aeração

Aeração x Agitação

Agitação
-15,3057

2,896406

-0,242418

 

FIGURA 11 - Estimativa dos efeitos da variação de aeração e agitação na produção 
de biomassa fúngica de Diaporthe sp.  

 

 

A velocidade de agitação apresentou efeito p<0,1 na produção de biomassa 

de Diaporthe sp., a medida que aumentava a velocidade de agitação foi menor a 

produção de biomassa. Outro fator importante foi a interação das variáveis, que 

também apresentou efeito significativo. Com esse resultado, cabe verificar que os 

efeitos ocorrem na produção de biomassa com a alteração das duas variáveis, pois 

a interação significativa expressa que, mesmo que uma variável tenha mais 

influência na produção, as duas estão relacionadas entre si. Com isso será possível 

otimizar a produção com menor custo. 

Comparando com os resultados obtidos na tabela 11, verifica-se que os 

ensaios 2 e 4 apresentaram menores concentrações de biomassa, sendo que estes 

ensaios foram realizados com 60 rpm de velocidade de agitação. 

Consequentemente, nos ensaios 1 e 3, com maiores biomassa fúngica, a velocidade 

de agitação foi reduzida para 40 rpm.  

Este efeito pode estar relacionado ao tipo de biorreator, pois mesmo que o 

biorreator STR seja o mais utilizado em trabalhos, não é o mais adequado para 

cultivo de fungos. Royse (1987), conclui que o grau de agitação, em muitos casos, 
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pode causar danos às estruturas vegetativas devido às zonas de alto cisalhamento 

das pás do agitador.  

Para melhor ilustrar o efeito da interação entre as variáveis agitação e 

aeração, foi modelada a função da produção de biomassa e após, realizou-se o 

gráfico de contorno, conforme Figura 12. 
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Figura 12 - Gráficos de contorno da concentração de biomassa fúngica de Diaporthe 
sp. em função da agitação (rpm) e aeração (vvm) 

 

 

O efeito da agitação sobre a produção de biomassa é evidenciado no gráfico 

de contorno, corroborando com as análises apresentadas anteriormente. Ainda é 

possível observar que a aeração não afeta diretamente na concentração de 

biomassa, apresentando um efeito linear.  

A função utilizada na modelagem do gráfico de contorno pode ser visualizado 

na equação 5. 

 
(5) 
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Onde FB é a concentração de biomassa fúngica (g.L-1), R é a velocidade de 

agitação (rpm) e F é a aeração (L.min-1). 

Os resultados obtidos no modelo foi testado pela ANOVA com 90% de nível 

de confiança e apresentou um coeficiente de determinação (R²) de 0,93047, 

demonstrando que a função possui uma ótima capacidade de predição da 

concentração de biomassa fúngica para o Diaporthe sp. nas mesmas condições do 

trabalho.  

 

 

4.3.3.2 Teste biológico na germinação de sementes 

 

 

Os produtos derivados da fermentação em biorreator STR foram testados 

sobre a germinação de sementes de C. sativus var. wisconsin e Sorghum sp. Na 

Figura 13 é possível verificar os efeitos sobre a germinação.  
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Figura 13 - Efeito fitotóxico do Diaporthe sp. em meio de fermentação industrial na 
germinação de Cucumis sativus var. wisconsin (a) e Sorghum sp.(b) 
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Quando avaliado os efeitos dos tratamentos nas plantas-teste, pode-se 

observar que não diferiram entre si, não havendo a germinação das sementes de 

Cucumis sativus  e Sorghum sp. O efeito dos tratamentos comparado com as 

testemunhas, pode ser observado na Figura 14,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Em ambas as espécies testes, as sementes estavam em estágio de 

dormência ou duras. Na dormência as sementes absorveram o extrato, mas não 

germinaram ou apodreceram até o final do teste. Quando duras, as sementes não 

intumesceram.  Pode-se observar que o extrato da fermentação em biorreator STR 

com meio industrial de AMM possui um potencial de bioherbicida, apresentando um 

efeito inibitório na germinação das plantas testes.  

 

 

(a) (b) 

Figura 14 - Efeito do bioproduto produzido por Diaporthe sp.  na germinação de 
Cucumis sativus (a) e Sorghum sp. (b). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O crescimento de biomassa fúngica do Diaporthe sp. em fermentação 

submersa no biorreator do tipo STR sofre influência da velocidade de agitação, 

sendo que os melhores resultados foram obtidos nos ensaios com menores valores. 

A aeração não apresentou efeito significativo na produção de biomassa.  

Na germinação das plantas teste Cucumis sativus var. wisconsin e de 

Sorghum sp., foram registradas sementes dormentes e duras, sendo verificado 

efeito satisfatório como potencial de biocontrole na germinação.  

Estes resultados devem ser estendidos para a germinação e em plântulas de 

plantas daninhas. 

. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Alguns fungos existentes no bioma Pampa apresentaram potencial de 

controle biológico de plantas daninhas devido à produção de fitotoxinas que inibe o 

crescimento das plantas e causam lesões foliares, como manchas e 

amarelecimento, podendo originar necrose. Durante a seleção primária, foram 

selecionados 39 micro-organismos que apresentaram melhores resultados na 

inibição do desenvolvimento de plantas-teste, sendo definido os tratamentos DF21, 

VP51, VP52 e VP55, sendo que o VP51 destacou-se apresentando efeito visual, ou 

seja, o crestamento das folhas. Para a realização das demais etapas, foi utilizado o 

fungo VP51, classificado pela identificação molecular como Diaporthe sp., fungo este 

já citado em diversos trabalhos sobre biocontrole de plantas daninhas.  

A otimização do meio de fermentação submersa apresentou melhor 

desempenho com o meio industrial contendo água de maceração de milho (AMM), 

resultando em um aumento de aproximadamente 41% na produção de biomassa, 

quando comparado com a maior produção em meio sintético. Ao analisar o efeito 

sobre a germinação de plantas-teste, o sobrenadante do meio de AMM apresentou 

efeito na totalidade de sementes testadas, inibindo a germinação e ocasionando a 

dormência ou endurecimento da semente. Estes resultados demonstram a 

importância dos estudos com meios alternativos, por ser uma ótima fonte de 

nutrientes, auxiliar na redução de impactos ambientais gerados por esses resíduos e 

por proporcionar redução nos custo da fermentação, principalmente para o aumento 

de escala.  

Nos experimentos realizados com o meio otimizado de AMM em escala de 

bancada, utilizando o biorreator STR, o crescimento de biomassa fúngica variou 

apenas quanto à velocidade de agitação, sendo que os maiores crescimentos são 

registrados com menor velocidade de agitação. Os bioprodutos foram testados na 

germinação e apresentaram efeitos satisfatórios, inibindo 100% da germinação das 

plantas-teste.  

Cabe ressaltar que os resultados obtidos neste trabalho caracteriza-se como 

um passo inicial da definição do bioproduto, sendo que até o presente momento, 
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pode-se observar um efeito de danos morfológicos e visuais nas plantas-teste e 

inibitório na germinação.  

Como sugestão para trabalhos futuros, é necessário realizar a análise 

química dos sobrenadantes afim de identificar os metabólitos secundários 

produzidos por Diaporthe sp., além de determinar suas concentrações. Outro 

processo importante, é a realização de estudos em plântulas, otimizando o 

bioproduto com a utilização de adjuvantes, identificar quais os tipos de ervas 

daninhas que tem ação e caracterizar o mecanismo e modo de ação deste 

bioherbicida. 
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