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EPIGRAFE

“Néo sei... se a vida é curta

ou longa demais para nos,

Mas, sei que nada do que vivemos
tem sentido,

se nao tocamos o coracdo das pessoas.

Muitas vezes basta ser:
colo que acolhe,

brago que envolve,
palavra que conforta,
siléncio que respeita,
alegria que contagia,
lagrima que corre,
olhar que acaricia,
desejo que sacia,

amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo,

€ 0 que da sentido a vida.

E o que faz com que ela
N&o seja nem curta,
nem longa demais,

mas que seja intensa,
verdadeira e pura

”

enquanto ela durar...

Cora Coralina
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RESUMO

O uso do controle biolégico na agricultura vem crescendo significantemente nos
altimos anos, devido suas vantagens para uma producdo agricola mais sustentavel,
com menos impactos e com menor quantidade de residuos quimicos deixados no
ambiente. Apesar do crescimento do mercado de biolégicos ser de 10% ao ano no
mundo e 15% ao ano no Brasil, poucos produtos com carater bio-herbicida estédo
disponiveis como produtos comerciais. A ocorréncia de plantas daninhas no campo
€ um fator de grande preocupacdo, visto que a sua presenca pode aumentar
significativamente os custos de producdo, ocasionando assim diversos prejuizos
para o produtor. Ainda, recentemente, o aumento no registro de plantas resistentes
aos herbicidas quimicos pressiona o mercado de biolégicos para o desenvolvimento
de bio-herbicidas. O presente trabalho testou o potencial de quinze isolados da
bactéria Streptomyces spp. no controle de Spermacoce verticillata (vassourinha-de-
botdo), Eleusine indica (capim-pé-de-galinha) e Lolium multifiorum (azevém),
daninhas encontradas em campos de soja que apresentam dificuldades no controle.
Experimentos in vitro demonstraram que oito isolados (LFBF1901, LFBF1903,
LFBF1906, LFBF1909, LFBF1912, LFBF1913, LFBF1926 e LFBF1928) tiveram
efeito inibitério da germinacdo de sementes das daninhas maior que 75%, sendo
estatisticamente semelhantes a inibicdo obtida com o herbicida quimico Roundup.
Experimentos em casa de vegetacdo demonstraram um potencial controle pos-
emergéncia de dois isolados (LFBF1926 e LFBF1909) em L. multiflorum. Testes de
seletividade em soja também demonstraram que os isolados com potencial acéo
herbicida nao influenciam negativamente na germinagao dessa cultura. Conclui-se
gue os dados obtidos apontam para um potencial uso de isolados de Streptomyces

spp. no controle de plantas daninhas presentes em campos de soja.

Palavras-chave: controle biolégico, daninhas, bactéria, bio-herbicida



Streptomyces spp. as potencial bio-herbicide agente agaisnt Spermacoce

verticillata, Eleusine indica and Lolium multiflorum

ABSTRACT

Nowadays, the use of biological control in the agriculture has increased significantly,
due to its advantages related to a more sustainable production, reducing
environmental impacts and chemical residues. Although the biological market
reaches 10%/year globally and 15%/year in Brazil, just a few bio-herbicides products
are available. The occurence of weeds in the field is a factor of big concern among
the farmers since their presence can increase production costs. Additionally, the
recent expansion of herbicide-resistant plants pushes the biological market for the
development of new bio-herbicides products. This study aims to test fifteen isolates
of the Streptomyces sp bacteria as potential biological agent to control Spermacoce
verticillata (vassourinha-de-botdo), Eleusine indica (capim-pé-de-galinha) e Lolium
multifiorum (azevém), a weed problem in soybean fields. In vitro tests have shown
that eight isolates (LFBF1901, LFBF1903, LFBF1906, LFBF1909, LFBF1912,
LFBF1913, LFBF1926 and LFBF1928) were efficient in germination inhibition by at
least 75% of those three selected weeds, being statistically similar to the inhibition by
the herbicide Roundup inhibition. Greenhouse tests showed the potential post-
emergence control by two bacterial isolates (LFBF1926 and LFBF1909) on L.
multiflorum. Selectivity tests on soybean crops were also carried out and it was
shown that the isolates did not have any negative effect on seed germination. In
conclusion, the obtained data suggest a potential use of Streptomyces spp. isolates

to control weeds in soybean fields.

Key-words: biological control, weed, bacteria, bio-herbicide
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1. INTRODUCAO

11 Definigdo e relevancia

O controle biolégico é uma ferramenta de manejo que traz um carater
ambientalmente mais sustentavel, podendo ser utilizado como alternativa ou como
complemento para outros métodos de manejo. Podem ser consideradas daninhas
aquelas plantas que crescem em locais ndo desejaveis, sendo que a sua presenca
afeta negativamente o ambiente onde se encontram (LORENZI, 2008). A origem
das plantas daninhas pode ser atribuida ao momento em que o homem iniciou suas
atividades de domesticacao das plantas de interesse, também chamadas de plantas
dteis.

Desde muito tempo, as daninhas sdo consideradas pragas de grande
importancia econémica e ambiental no mundo inteiro. Sua ocorréncia na agricultura,
por exemplo, pode reduzir a qualidade das plantas cultivadas devido a ocorréncia de
competicdo por agua, nutrientes e luz, elementos essenciais para o desenvolvimento
das plantas (TE BEEST et al.,, 1992). Essa situacdo gera perdas econdmicas em
dois principais aspectos: um grande aumento no custo de producado da cultura, e a
perda na produtividade devido as reducbes de 30-40% (LORENZI, 2008). O controle
largamente utilizado atualmente para o manejo de daninhas no campo envolve o0 uso
de herbicidas quimicos. No Brasil, no ano de 2017, o uso de herbicidas representou
aproximadamente 62% do uso total dos insumos agricolas (FAO, 2020), o que
reflete ainda mais as dificuldades enfrentadas pelos agricultores no manejo das
daninhas. E preciso destacar, no entanto, que o uso desse método vem enfrentando
alguns impasses, como por exemplo, o significativo aumento no aparecimento de
casos de resisténcia na ultima década (HEAP, 2020). O nuamero de casos € uma
consequéncia, sobretudo, do uso intensivo dos herbicidas, como é o caso do
glifosato considerado o herbicida de maior preocupacdo no momento
(CHRISTOFFOLETI, 2016). Atualmente, foram registrados no mundo 512 casos de
resisténcia de plantas daninhas, sendo que o pais de maior ocorréncia envolve o
Estados Unidos da América (EUA), com 165 casos registrados. O Brasil ocupa a
quinta posi¢cdo, com 50 casos registrados (HEAP, 2020). Quando ha ocorréncia de
uma espécie vegetal resistente no campo, o custo de producédo pode aumentar 48%,
podendo chegar a um aumento de até 403% quando ha ocorréncia de duas ou mais
espécies concomitantemente (ADEGAS et al., 2017). Além da problematica
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relacionada a economia, atualmente, h4 uma enorme exigéncia da sociedade em
relacdo a producdo de alimentos de maneira mais sustentavel e saudavel tanto para
o ambiente quanto para o ser humano. A utilizacdo de compostos quimicos na
agricultura deixa residuos no solo, na agua, nos alimentos e ainda pode ocasionar
acidentes entre aqueles que os manuseiam (ANVISA, 2019; FIOCRUZ, 2014,
STEFFEN; STEFFEN; ANTONIOLLI, 2011). Quando se pensa em uma producdo
sustentavel, é valido lembrar que o “sustentavel” vai além das préaticas que tangem
somente o presente, elas também necessitam ser pensadas a longo prazo. Isso é
bem explorado na declaracdo do Relatério de Brundtland, escrito pela Comissao
Mundial sobre o Meio Ambiente e o Desenvolvimento: “O desenvolvimento
sustentavel é o desenvolvimento que vai de encontro as necessidades atuais sem
comprometer a habilidade das geracGes futuras de atender suas proprias
necessidades” (BRUNDTLAND, 1987).

1.2 Justificativa

Em um momento em que o método mais utilizado para controle, o quimico, tem

se tornado menos eficiente e seu uso exagerado ocasionado debates quanto a
seguranca na saude, algumas alternativas vém sendo necessarias. Além do controle
em si, as boas praticas agricolas sdo essenciais para a desaceleracao do processo
de surgimento de novas plantas resistentes aos herbicidas. Dentre elas, estdo os
principios do “Manejo Integrado de Plantas Daninhas” (MIPD), que inclui a utilizacao
do controle biolégico como complemento das ferramentas de manejo (OLIVEIRA, M.
F. DE; BRIGHENTI, 2018; CARVALHO; ROSSI, DEMANT, 2019). O controle
bioldégico, nos ultimos anos, vem ganhando bastante popularidade. Houve um
grande aumento do numero de estudos conduzidos, assim como o0 aumento na
utilizacdo de produtos biologicos pelos produtores rurais. No ano de 2018, o
mercado de biologicos cresceu 77% no Brasil, sendo o pais de destaque nesse
mercado, com crescimento de cerca de 15% ao ano, enquanto que outros paises
crescem apenas 10% (CROPLIFE, 2020). O uso de fitopatbgenos como agentes de
controle tém sido bastante documentado em artigos cientificos, no entanto, apesar
da tendéncia de aumento no mercado, poucos produtos biolégicos de acao herbicida
sdo comercializados. Os produtos mais conhecidos no exterior sdo o DeVine®
(Phytophthora citrophthora) usado para o controle de Morrenia odorata em citrus, e 0
13



Collego®, a base de Colletotrichum gloeosporioides, usado no controle de
Aeschynomene virginica em arroz e soja (TE BEEST et al., 1992). Adicionalmente,
em 2013, nos EUA foi lancado pela empresa Marrone Bio Inovation, o bio-herbicida
Opportune®, que tem como base do produto a Taxtomina A, um metabdlito
secundario oriundo da bactéria Streptomyces spp. O mesmo foi registrado para
diversas plantas alvo sendo recomendado tanto para uso pré-emergéncia quanto
pos-emergéncia (MARRONE, [s.n]).

Neste sentido, h4 uma grande necessidade de pesquisas que visem a
utilizacdo do controle biolégico no manejo de daninhas, principalmente no Brasil,
onde ainda ndo h& nenhum produto comercial disponivel. Ademais, o género

Streptomyces vem mostrando-se bastante promissor para esse uso.

1.3 Objetivos

Tendo em vista 0 cenario explanado acima, esse trabalho tem como objetivo
geral analisar o potencial da bactéria Streptomyces spp. como agente de controle
biolégico em daninhas de comum ocorréncia em campos de soja e que vém
apresentando dificuldades no manejo e controle. Para tal, experimentos foram
conduzidos com trés espécies de daninhas, a saber Lolium multuflorum, Eleusine
indica e Spermacoce verticillata, que tiveram registros de resisténcia nos ultimos
anos no Brasil e tém causado preocupacdo entre os agricultores (CORDEAU et al.,
2016; HEAP, 2020).

Por sua vez, dentre os objetivos especificos temos:

e |solar e manter uma colecao de Streptomyces spp;

e Avaliar o efeito de isolados do actinomiceto na germinacédo das daninhas in
Vitro;

e Avaliar o efeito de isolados do actinomiceto na pds-emergéncia das daninhas
in vivo;

e Avaliar o efeito de isolados do actinomiceto na germinagéo de sementes de

soja in vivo.

14



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O Controle Bioldgico

O controle bioldgico vem sendo utilizado na agricultura ha décadas, sendo que
0S primeiros casos registrados que obtiveram sucesso ocorreram entre 1890 e 1900
com o projeto conduzido na Califérnia, EUA, no controle de Icerya purchasi em citros
(VAN DEN BOSCH et al., 1982), desde entéo, diferentes definicbes para esse tipo
de controle foram criadas. De acordo com SMITH (1919), controle biolégico é
guando ocorre 0 uso de parasitas e/ou predadores para o controle de pragas. Ja
para HARRIS (1991), o termo €& definido como “todos os tipos de controles n&o-
quimicos”, o que inclui ndo apenas os agentes bioldgicos, mas também os produtos
gue deles séo derivados, como por exemplo, os metabdlitos secundarios produzidos
por microrganismos.

O controle biolégico pode ser vantajoso em diversos aspectos como, por
exemplo: 1. Tem a vantagem de possuir diversos mecanismos de agao envolvidos
(inibicdo da producéo de cloroplasto, interferéncia na producdo de ATP, reducao do
desenvolvimento vegetal, por exemplo); 2. Possui pouca pressdo de selecdo, pois
ndo utiliza apenas um mecanismo de acido especifico; 3. E uma ferramenta que
possibilita que os agentes de controle se estabelecam no campo, sem a
necessidade de constantes aplicacfes; 4. E uma opc&o quando o uso de produtos
guimicos ou alternativas genéticas nao sao viaveis; 5. Pode ser utilizado quando ha
exigéncias de reducao dos residuos quimicos nos produtos alimentares; 6. Auxilia na
recomposicdo da biodiversidade do local (MEDEIROS; SILVA; PASCHOLATI,
2018).

De acordo com dados publicados pela ABCBIio - Associacdo Brasileira das
Empresas de Controle Bioldgico, o controle biolégico no Brasil se iniciou em 1921,
com o controle da cochonilha-de-escama-branca do pessegueiro (Pinnaspis
aspidistrae) através da utilizacdo do inseto Prospaltella berlesei. Atualmente, dentre
0s produtos bioldgicos ja registrados no Brasil, 0s mais comuns sdo: 0s agentes
macrobioldgicos (acaros, insetos e nematodides), microbiolégicos (virus, bactérias e
fungos), os semioquimicos (feroménios) e os bioquimicos (horménios). Todos o0s
produtos comercializados para a agricultura, que possuem um carater biologico
devem, primeiramente, passar pela aprovacdo de oOrgdos regulamentadores. O
processo de registro e regulamentacdo no Brasil € conduzido por trés principais
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orgaos: Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(Ilbama), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), os quais avaliam o efeito do produto
em relacdo ao impacto ambiental, impacto a salide humana e a sua eficiéncia
agrondmica.

No final do ano de 2019, um total de 231 produtos biolégicos comerciais
estavam presentes na lista de registrados no Brasil, sendo que, dentre eles, 40
produtos a base de bactérias, 88 a base de fungos, 1 a base de bactéria combinado
com fungo, 19 a base de virus, 43 a base de insetos, 10 a base de &caros, 1 a base
de nematoides, 19 a base de feromdnios, 1 & base de horménios, 8 a base de
extratos vegetais e 1 a base de rocha (ABCBIO, 2020). Com isso, é notavel o
crescimento na area de biocontrole no Brasil e no mundo, principalmente na area de
protecéo de plantas.

Ha também uma grande vantagem econdmica no uso dos produtos bioldgicos,
uma vez que o seu custo de desenvolvimento e producdo é bem inferior ao custo
envolvido no desenvolvimento de um produto quimico. Os custos necessarios desde
a pesquisa e desenvolvimento até o lancamento de uma nova molécula quimica
pode chegar a U$ 250 milhdes, enquanto que para um produto biol6gico, os custos
variam entre U$ 2 milhdes e U$ 10 milhdes (JUNIOR, 2015).

2.2 Streptomyces spp. como agente de controle bioldgico

Streptomyces spp. sdo bactérias gram-positivas, filamentosas capazes de
produzir diversos tipos de cadeias de esporos. As cadeias de esporos sao estruturas
formadas por hifas aéreas de formatos diferentes, que sdo caracteristicas usadas
para taxonomia: as cadeias podem ser retas, espiralada ou flexuosas (SCHAAD et
al., 2001). Streptomyces é um actinomiceto bem adaptado em ambientes de solo
devido a sua alta capacidade de se estabelecer em diferentes condicbes ambientais,
como pH &cidos e falta de nutrientes, assim como possui alta capacidade de
produzir um diverso niumero de metabdlitos secundarios, 0s quais sdo capazes de
degradar polimeros e/ou atuar como antibiéticos contra outros microrganismos
presentes no ambiente (SCHAAD et al., 2001). Esse género tem sido bastante
estudado devido a sua utilizagdo na area farmacologica e na fitopatologia. Na
farmacologia, Streptomyces spp. € um dos principais organismos utilizados na
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producdo de antibidticos sendo, atualmente, intensamente estudado como
alternativa para a produgéo de novos antibidticos em combate as bactérias que vém
apresentando resisténcia aos antibioticos tradicionais. Ainda, o género Streptomyces
possui um papel ecoldgico bastante interessante, atuando na reciclagem natural de
componentes da parede celular de plantas e fungos. Acredita-se que Streptomyces
tenha se originado a 400 milhdes de anos e que, devido a sua atuacdo na
decomposicdo das plantas primitivas, a bactéria teve um papel bastante importante
na formacédo dos solos (CHATER, 2016). Na fitopatologia, este género é considerado
o principal patégeno da doenca chamada Sarna Comum, ocasionada em tubérculos
de batata (Solanum tuberosum) e em outras culturas como cenoura e nabo
(SCHAAD et al., 2001). A patogenicidade dessa bactéria esta bastante relacionada a
sua capacidade de produzir um metabdlito secundario chamado taxtomina, que
auxilia na infeccdo da bactéria no vegetal (LORIA et al., 2006). A taxtomina A € a
classe de metabolito secundéario produzido em grande abundéancia, principalmente
por Streptomyces scabies, com formula molecular C22H22N4Oe. Essa fitotoxina
também vem sendo separadamente estudada por demonstrar potencial na ativacao
de mecanismos de defesa em plantas (LERAT et al., 2009). Adicionalmente Garcia
et al. (2008) demonstrou que esta fitotoxina foi capaz de induzir resisténcia em
plantas de sorgo contra o fitopatégeno Colletotrichum lagenarium (sin. arbiculare) e
em fumo contra Colletotrichum gloesporioides (GARCIA et al., 2008), assim como
em pepineiro contra TMV- Virus do mosaico do tabaco (PINTO, 2014). Os
resultados obtidos em 2008, por, Garcia&Pascholati, propiciaram o pedido de
patente PI0802664-5 A2 junto ao Instituto Nacional da Propriedade Intelectual (INPI)-

Ministério do Desenvolvimento, Industria e do Comércio Exterior.

2.3 O Manejo de Plantas Daninhas

Assim como descrito no topico anterior, o conceito de Plantas Daninhas
também possui algumas divergéncias quanto a sua definicdo. As definicbes podem
permear desde afirmagbes mais simples como “qualquer planta que ndo seja a
cultura” (BRENCHLEY, 1920) até definicbes mais filosoficas, como “qualquer planta
cujas virtudes nao tenham sido ainda descobertas”, como dito pelo escritor fildsofo
Ralph Waldo Emerson (1978). Neste trabalho, a defini¢cdo utilizada ser4 a da “Weed
Science Society of America” (WSSA), a qual estabelece que planta daninha “é
17



qualquer planta que esteja interferindo nas atividades ou bem estar do homem”
(WSSA, 2020). Ainda, € comum que daninhas sejam caracterizadas pela sua
facilidade de reproducdo, dispersdo e de estabelecimento no ambiente, sua
capacidade de se desenvolver em condi¢Bes adversas de clima, solo e de baixos
niveis de nutrientes. Esses fatores contribuem para a dificuldade de manejo dessas
plantas indesejadas.

Pode-se dizer que a sua origem se deu antes da domesticacdo de plantas
silvestres de interesse humano. As plantas silvestres possuiam agressividade
necessaria para que a presenca de uma nao ocasionasse prejuizo no
desenvolvimento da outra. No entanto, na tentativa de se melhorar a eficiéncia no
desenvolvimento das plantas de interesse, o resultado da domesticacdo foi a
selecdo de plantas cultivadas menos agressivas quanto as modificagcbes do
ambiente, ocasionando assim prejuizos no seu desenvolvimento quando ha a
presenca de daninhas (LORENZI, 2008).

E importante ressaltar que plantas daninhas podem ocorrer e interferir em
diferentes ambientes e em diferentes localidades como areas agricolas, florestais,
pecuarias, ornamentais, nauticas, areas de producdo de energia ou areas urbanas,
afetando assim a atividade humana neste local onde elas se encontram. De forma
geral, as daninhas possuem um conceito exclusivamente negativo, porém, é de
grande importancia enfatizar que, assim como qualquer outra praga, ela s6 é
prejudicial devido aos hébitos humanos de interesse prevalentes em determinado
ambiente. A ocorréncia elevada de pragas é um resultado dos desiquilibrios
ocasionados pela acdo do homem em um determinado ambiente, seja ele pela
mudanca do uso da terra ou pela introducdo de espécies exoticas (OLIVEIRA et al.,
2018).

2.4 Os danos na producéao agricola

Na agricultura, existem diversos fatores que contribuem negativamente na
produtividade de culturas no campo e, dentre eles, pode-se citar a ocorréncia de
plantas daninhas como um fator de grandes preocupacfes econdémicas. Ao se
desenvolverem no mesmo espaco que as culturas de interesse, as plantas daninhas
podem interferir de maneira negativa através da competicdo, alelopatia e
hospedabilidade de fitopatégenos (VASCONCELOS et al., 2012). Na competicdo, a
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daninhas podem disputar por recursos como agua, luz, nutrientes e espaco,
limitando a capacidade integral de desenvolvimento da cultura. Ja com a alelopatia,
algumas espécies de plantas sdo capazes de liberar substancias quimicas fitotéxicas
que exercem efeitos de inibicdo de germinacdo de sementes, falta de vigor
vegetativo, atrofiamento de raizes, entre outros danos. Adicionalmente, plantas
daninhas também podem ser hospedeiras alternativas de pragas e doencas e
podem dificultar o manejo, a colheita e a qualidade da planta cultivada. Todos esses
fatores acabam contribuindo para um aumento no custo de producéo e diminuicdo
do valor comercial do produto agricola (VASCONCELOS et al.,2002).

Os métodos utilizados para o manejo de plantas daninhas podem variar de
acordo com a necessidade do produtor, com a capacidade de resposta da espécie,
com a associacao entre a cultura plantada e a daninha de ocorréncia, entre outros.
Dentre as diferentes ferramentas utilizadas estdo: manejo preventivo, controle
cultural, controle mecéanico, controle fisico, controle biol6gico e controle quimico,
sendo que este ultimo, é tido como o mais utilizado globalmente (OLIVEIRA et al.,
2018). Os herbicidas &acidos, como € o caso do 2,4-D ou acido 2,4-
diclorofenoxiacético, sdo os herbicidas mais utilizados no mundo. A sua larga
aplicacdo se deu ap6s a guerra do Vietnd, quando foi usado como desfolhante pela
forca aérea dos EUA que, desde entdo, vem substituindo o manejo manual e
mecanico (AMARANTE et al.,, 2003). Outro herbicida largamente utilizado é o
glifosato, um herbicida ndo seletivo, efetivo em monocotileddéneas e dicotiledéneas
(ROMAN et al., 2005).

No entanto, o0 uso massivo dos herbicidas quimicos como uma moderna
técnica de manejo, acarretou na selecdo de plantas resistente aos produtos
guimicos. Isso se tornou um enorme desafio na Ciéncia das Plantas Daninhas, visto
que um consideravel numero de plantas resistentes é encontrado hoje no campo. A
resisténcia pode ocorrer devido as mudancas fisioldgicas, morfoldgicas, fenoldgicas
ou bioquimicas das plantas, sendo mais comum as modificagdes dos sitios de agéo
dos herbicidas (CHRISTOFFOLETI et al., 1994).

De acordo com os dados publicados pela Weed Science (WSSA), 0s primeiros
relatos de resisténcia no mundo ocorreram na década de 50 no Canada, Havai e
Estados Unidos, sendo as daninhas identificadas como resistentes ao herbicida 2,4-

D. Desde entdo, os casos vém aumentando significantemente, principalmente a
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partir da década de 1980, conforme aponta o grafico da Figura 1. Atualmente,
existem 512 casos de resisténcia registrados no mundo, que diz respeito tanto as
resisténcias as diferentes espécies quanto aos diferentes modos de acdo. Mais
especificamente, a resisténcia atinge 262 espécies diferentes, sendo 152
dicotileddéneas e 110 monocotileddneas; atinge entre 23-26 sitios de agdo e 167
diferentes herbicidas. Casos de resisténcia ja foram registrados em 70 paises e ja
foram reportados em 92 culturas. No Brasil, os primeiros relatos de resisténcia foram
em 1993, com 50 casos registrados até o momento, em diversos sitios de acéo,

inclusive casos de multipla resisténcia (HEAP, 2020).
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Figura 1 NUmero de casos registrados de daninhas resistentes ao longo do tempo (HEAP, 2020)

O aparecimento de resisténcia vem ocasionando grandes perdas econdmicas,
pois se torna necessaria a utilizacdo de medidas alternativas ao controle quimico,
gerando gastos adicionais. De acordo com dados da EMBRAPA SOJA, os custos
com o manejo de daninhas em areas de maior dificuldade de controle, decorrentes
da resisténcia, podem aumentar em cerca de 125%, 148% e 290% com buva,
azevém e capim-amargoso, respectivamente (Figura 2). Ainda, o estudo apontou
que o aumento do custo meédio de producdo no Brasil, ocasionado pelo

aparecimento de resisténcia no campo, apenas na cultura de soja é de quase R$ 5
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bilhbes ao ano, podendo chegar a um valor de R$ 9 bilhdes dependendo das
condi¢cbes de mato competicdo (ADEGAS et al., 2017).
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Figura 2 Estimativa do aumento percentual do custo de producéo no controle de plantas daninhas
(R$/ ha), em areas de soja com presenca de diferentes populacdes de plantas daninhas aos
inibidores da EPSPs (glifosato), comparado a areas sem resisténcia (ADEGAS, 2017)

Tendo em vista esse cenario, € de suma importancia a busca por novas
alternativas que ndo o controle quimico, o qual jA& vem demonstrando falhas na
efetividade. Nao s6 o uso repetido do quimico, mas também o manejo na cultura e a
sua associacdo com a monocultura sdo fatores que ampliam as chances do
estabelecimento de resisténcia (CHRISTOFFOLETI et al., 1994). Para tal,
alternativas devem ser consideradas. Para tal, alternativas devem ser consideradas
visando uma maior efetividade no controle. Sendo assim, € recomendado que sejam
empregados os principios do Manejo Integrado de Plantas Daninhas (MIPD), os
quais visam a utilizacdo de uma combinacao de ferramentas de controle (GOMES
JR.; CHRISTOFFOLETI, 2008). Essa combinacdo também permite que haja maior
interacdo inter-espécies, resultando em um maior equilibrio das populacbes das
pragas, além de diminuir os residuos quimicos deixados no ambiente que podem
prejudicar o ambiente, contaminar alimentos e ainda causar fitotoxicidade em
espécies sensiveis, como soja e feijdo (SANTOS et al., 2013). Também é importante

salientar que o controle de daninhas no MIPD n&do necessariamente visa a
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erradicacao da praga por completo, mas sim a sua reducéo até valor abaixo do nivel
de dano econdmico (NDE), ou seja, uma limiar proposta entre a estabilidade de
producdo e a perda de producdo. Esse valor representa o nimero de pragas que
causam custos superiores ou equivalentes aos custos do seu controle - 0 seu custo
beneficio (KALSING; VIDAL, 2010).

25 O controle biolégico de plantas daninhas com o uso de
microrganismos

Uma das ferramentas alternativas para o0 manejo de daninhas é o controle
biolégico. Os agentes de controle biol6gico podem atuar no controle das plantas
daninhas através de danos causados em suas raizes ou folhas, de forma que
comprometam o sistema de transporte e transformacdo de energia da planta
(WSSA, [s.d.]). Um bioproduto destinado ao controle de plantas daninhas € também
conhecido como bioherbicida e, para assim ser classificado, deve apresentar
algumas caracteristicas essenciais, como: 1. Produzir fitotbxico na daninha de
interesse; 2. Deve ser seletivo para uma cultura, ou seja, apesar de ser fitotoxica
para a daninha, ndo deve apresentar nenhum dano para a cultura de cultivo; 3. Deve
ter consideravel solubilidade em &gua; 4. 3. Deve causar baixos impactos
ambientais; 5. N&o deve contaminar alimentos (TREMACOLDI, 2006).

O inicio do uso de fungos no controle biolégico de daninhas se deu em 1971,
com a utilizagdo do fungo Puccinia chondrilla, introduzido na Australia para controlar
Condrilla juncea (KLAIC et al.,, 2015). Desde entdo, diversos fungos tém sido
utilizados para o controle biologico de plantas daninhas globalmente, destacando-se
os fungos Penicillium, Fusarium, Claviceps, Alternaria, Phoma e Diplodia. Além
disso, atualmente, substéncias alelopaticas, derivadas tanto de plantas quanto de
microrganismos, sdo utilizadas para a formulacéo de bioherbicidas e, dentre elas,
pode-se citar aquelas pertencentes as classes de terpenos, alcaloides, fendis,
esteroides, cumarinas, entre outros. Alguns exemplos destes sdo: anisomycin
(isolado de Streptomyces spp.)- cineole (isolado de plantas) e acido quinolico
(derivado de Nicotiana tabacum) (GALON et al., 2016).

Dentre todos os produtos de biocontrole registrados no mundo, somente 10%
deles correspondem aos produtos com efeito herbicida (CORDEAU et al., 2016),

sendo apenas treze bioherbicidas registrados, que ndo necessariamente continuam
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disponiveis para comercializacdo nos dias atuais. A tabela abaixo (Tabela 1)
demonstra com mais detalhes alguns dos bioherbicidas e também indica se eles

estdo ou nao disponiveis no mercado atualmente:

Tabela 1 Exemplos de alguns produtos biol6gicos com efeito herbicida ja desenvolvidos no

mundo
Produto Pais Data Organismo Planta alvo
Devine USA 1986 Phytophthora palmivora Morrenia odorata
Collego USA 1982 Colletorichum gloeosoirioides N.A
BioMal Canada 1992 Co!.’etotrfc;mm gloeosporioides Malva pusilla
.sp malvae
Woad Warrior USA 2002 Puccinia thlaspeos Isatis trinctoria
Mycotech Canadae USA 2002 e 2005 Chondrostereum purpureum  Prunus semt.'ng e Populus
euramericana
Smoulder USA 2005 Alternaria destruens Cuscuta spp.
Sarritor Canada 2010 Sclerotinia minor Dicotiledéneas
Phoma Canadae USA 2011 e2012 Phoma macrostoma Dicotiledoneas
MBLOO5 EP NA Streptomyces a.CIdISCElbIeS Taraxacum officinale
(thaxomin A)
Comperico Japao NZo lancado Xanthomonas campestris Poa annua
Organo-Sol Canada 2010 Lactobac:lfug casel, Trifoliun repens e Trifolium
(Kona and Lactobacillus oretense,
Beloukha Europa Rapessed oil (noqanop acid Daninhas de batata
and pelargonic acid
Katoun N.A Pelargonic acid Terras ndo agro

(CORDEUAU et al., 2016)

Devido a grande diversidade e ao sucesso do uso de microrganismos como
agentes de controle biolégico, nos ultimos anos, diversos trabalhos tém buscado
investigar a potencialidade de produtos naturais com efeito herbicida oriundos de
metabdlitos secundarios. De acordo com a revisdo de BERDY (2012), cerca de
70.000 produtos derivados de microrganismos ja foram descobertos para diversos
fins do setor farmacéutico ou agropecuario. Dentre eles, desde 1990, as bactérias
vém sendo vistas como grande promissora para o controle de daninhas (JI et al.,
2006), uma vez que 0s actinomicetos sédo vantajosos pelo seu potencial em produzir
uma gama de diferentes compostos, incluindo aqueles com acgao herbicida (MALLIK,
2001). Os metabdlitos secundarios encontrados nos actinomicetos com potencial
herbicida séo classificados em diversos grupos, tais como aminoacidos, peptideos,
amidos, aminas, nucleosideos, entre outros (SHI et al., 2020). No estudo feito por
SINGH et al.(2018), dentre os diversos actinomicetos endofiticos isolados que
apresentaram efeito herbicida, o género Streptomyces foi predominante. Neste
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mesmo estudo, experimentos com filtrados de Streptomyces spp. demonstram
reducdo de 20-60% na germinacdo de Ageratum conyzoides (mentrasto) e de
Parthenium hysterophorus (losna-branca). Também foi possivel observar uma
reducdo no tamanho das raizes ap0ds o tratamento com Streptomyces spp. Também
ha outros diversos relatos de metabdlitos provenientes de Streptomyces spp. que
possuem eficiente acdo herbicida em diferentes espécies de daninhas (BO et al.,
2019; IGARASHI et al., 1997; JIANG et al., 2018), como por exemplo hidantocidina,
também derivado de Streptomyces hygroscopicus e resormycin, derivado de
Streptomyces platensis (IGARASHI et al., 1997; NAKAJIMA et al., 1991).
Resormycin demonstrou uma alta atividade herbicida em daninhas comuns no Brasil,
como por exemplo, Amaranthus viridis (caruru), Bidens pilosa (picdo preto),
Chenopodium album (fedegosa), Portulaca oleracea (beldroega) e Poa annua
(cabelo-de-céo) (DHANASEKARAN; THAJUDDIN; PANNEERSELVAM, 2010).
Adicionalmente, moléculas derivadas de metabdlitos secundarios também ja
foram comercializadas como bioherbicidas, como é o caso do Bilanaphos,
comercializado em 1983, com constituintes derivados de Streptomyces
hygroscopicus e herbicidina A e B, que € um antibiético com atividade herbicida,

derivado de S. saganonensis e S. scopuliridis (ARAI et al., 1976).

2.6 Daninhas de importancia econémica em soja
A cultura de soja € uma das principais commodities do agronegdcio brasileiro,
sendo o Brasil o0 segundo maior produtor mundial com producéo de 114,843 milhdes
de toneladas (safra 2018/2019) (EMBRAPA, 2019). Sendo assim, é de grande
importadncia a conducdo de estudos voltados para o manejo de daninhas nesta
cultura. Sabe-se que, dentre os custos de producao da soja, por exemplo, os gastos
com herbicidas e fungicidas representaram 20% do custo total de producdo no ano
de 2019 (BAPTISTELLA, 2019). Dentre as daninhas com maiores dificuldades de
controle na cultura de soja, para o presente trabalho de pesquisa foram selecionadas
trés espécies. Dentre elas estdo Lolium multiflorum, Eleusine indica e Spermacoce
verticillata. Abaixo, algumas consideracfes importantes sobre cada espécie
selecionada:
Lolium multiflorum é uma planta anual de inverno, também conhecida
pelos nomes comuns de azevém, azevém anual, azevém italianoe e j6io. Ela
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pertence a familia boténica Poaceae, possui folhas com bainhas abertas,
sobrepostas e um pouco achatadas. A planta cresce em forma de touceiras e pode
medir, em média, 40 cm de comprimento e 5-12 mm de largura. Em relacdo a sua
reproducdo, L. multiflorum é uma planta que se reproduz por sementes, com
inflorescéncia do tipo distica, ereta, com 0,15 a 0,20 m de comprimento
(FONTANELI; DOS SANTOS, 2012). O azevém é bastante utilizado para pastejo e
cobertura de solo para o sistema de plantio direto, porém, por ter facil dispersdo e

7

ser encontrada em diversas culturas de inverno, L. multuflorum é também
considerada como uma importante planta daninha no Brasil. Devido a utilizacdo
intensa e continuada de herbicidas para o seu controle, como exemplo o glifosato,
houve uma intensificacdo na selecdo de biotipos resistentes. Tal resisténcia ndo
ocorreu somente devido a um mecanismo de acdo, mas sim a diversos mecanismos,
ocasionando assim uma resisténcia multipla, o que vem dificultando ainda mais o
controle dessa daninha no campo (VARGAS et al.,, 2015). O primeiro registro de
resisténcia de L multiflorum aos herbicidas quimicos foi em 1987 nos Estados
Unidos e em 2003, no Brasil (HEAP, 2020).

Eleusine indica, também conhecida pelo nome popular de capim-pé-de-
galinha, pertencente a familia botanica Poaceae, possui uma inflorescéncia terminal
digitada, com espigas longas e estreitas e colmo ereto, podendo apresentar 30-50
cm de altura. E uma herbacea anual, com reproducdo por semente e que se
desenvolve bem em qualquer tipo de solo e em locais que apresentam alta umidade
e altas temperaturas. Ela pode ocasionar sérios problemas na producdo agricola,
visto que, uma vez instituida no campo, o seu controle se torna bastante custoso.
Essa espécie afeta grandes culturas no Brasil, como a soja, milho, algodéo e sorgo.
Nos ultimos anos, essa espécie tem se propagado abundantemente no campo e é
considerada uma das cinco mais problematicas no mundo, devido a sua presencga
em grande parte dos continentes. Recentemente, vem apresentando casos de
resisténcia aos herbicidas quimicos em diversos sitios de a¢do (HEAP, 2020). O
primeiro relato de resisténcia dessa espécie foi em 1973 na cultura de algoddo nos
Estados Unidos e, no Brasil, o primeiro registro foi no Rio Grande do Sul em 2003,
na cultura de soja (HEAP, 2020). O primeiro caso de resisténcia ao glifosato no
Brasil foi em 2016, no estado do Parand (CORREIA; REZENDE, 2002).
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Spermacoce verticillata € uma daninha herbdcea da familia Rubiacea,
também conhecida pelos nomes populares corddo-de-frade, erva-botao, falsa-poaia,
poaia-falsa, poaia-preta, vassoura-botdo, vassourinha, entre outros. E uma planta
perene, capaz de se desenvolver em todas as regides do Brasil. Possui folhas
simples e glabras dispostas de forma verticilada e a sua reprodugdo ocorre através
de sementes. A ocorréncia desta planta vem aumentando significativamente nos
campos de producdo agricola do Brasil, principalmente na cultura de soja. Essa
planta ainda ndo possui nenhum registro oficial de resisténcia aos herbicidas
quimicos, no entanto, por ser uma espécie que nao é facilmente controlada pelo
glifosato, é considerada bastante problematica, gerando assim grande preocupac¢éo
entre os produtores (GIRARDELI, 2019).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica
Fitopatolégica e em casa de vegetacdo, ambos localizados no Departamento de
Fitopatologia e Nematologia da Universidade de S&ao Paulo, campus “Luiz de
Queiroz” (ESALQ/USP).

3.1 Obtencéo dos isolados

Os isolados de Streptomyces spp. foram obtidos de tubérculos de batata,
variedade Orquestra, com procedéncia do Estado da Bahia (BA), cedidos pela
Associacdo Brasileira da Batata (ABBA). Todos o0s tubérculos utilizados
apresentavam sintomas da doenca Sarna Comum, uma doenca de importancia
econbmica para a cultura, cujo agentes causadores sdo bactérias do género
Streptomyces. O isolamento foi feito utilizando-se a metodologia descrita por
SCHAAD, N.W., JONES, J.B., CHUN (2001). Pequenas amostras foram retiradas
das lesbes superficiais dos tubérculos doentes com o auxilio de uma lamina e,
posteriormente, mergulhadas em tubos com agua destilada esterilizada. Para a
prévia selecao da bactéria, as amostras foram submetidas a banho-Maria por 30 min
a 60°C. Uma aliquota da preparacdo juntamente com os fragmentos das lesdes
foram plagueadas, com o auxilio de uma alca bacteriolégica, por estriamento em
placas de Petri com meio de cultura Agar Agua. As placas foram incubadas a 28 C°
por 10 dias. As colbnias isoladas desejaveis foram selecionadas e transferidas para
um novo meio de cultura de Agar Agua. Apés duas repicagens, uma terceira foi
efetuada em meio de Aveia Agar. A preparacdo do meio de cultivo Aveia foi feita de
acordo com a metodologia sugerida por GARCIA 2008), com adaptacado (PAULA,
2019). Foram utilizados 40g de farelo de aveia para 1L de agua destilada, deixados
em agitacdo e cocgdo por 20 min. Ao meio foi adicionado 15g/L de agar e,
posteriormente, submetido a filtragem em peneira e gaze e ao reajuste do pH para
7,0 com a utilizacdo de NaOH 1 M. O meio foi autoclavado a 120 °C, 1 atm durante
20 min. Para meio liquido, o0 mesmo procedimento foi seguido, sem a adicdo do
agar. Os isolados foram caracterizados conforme sua coloracdo, producéo de
pigmentos e tipo de cadeia de esporos, as quais foram observadas com o auxilio de

um microscoépio de luz.
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3.2 Colecéo dos isolados bacterianos
Apds crescimento em meio Aveia, por aproximadamente 12 dias, esporos
foram coletados com auxilio de uma alca bacteriolégica e imersos em suspenséao de
glicerol 20%. A colecéo de bactérias (Bacterioteca) foi devidamente nomeada quanto
aos diferentes isolados e encontra-se armazenada a -80°C no Laboratorio de
Fisiologia e Bioquimica Fitopatologica, localizado na ESALQ/USP, sob supervisdo do

Prof. Dr. Sérgio F. Pascholati.

3.3 Obtencéao do inoculo de bacteriano

O isolado IBSBF2507 de Streptomyces scabies, ja utilizado no laboratorio em
pesquisas anteriores e, mais 14 isolados recém obtidos da colecdo do Laboratério
de Fisiologia e Bioquimica Fitopatolégica foram crescidos em meio de cultura aveia
liquido para a obtencéo do inoculo.

Para a reativacdo dos isolados, o repique foi efetuado diretamente da
suspensao de glicerol para o meio de cultura de aveia sdlido, contido em placas de
Petri e deixados crescer por aproximadamente 12 dias em camara incubadora do
tipo B.O.D. a 25 °C no escuro. Apds o crescimento, um novo repique foi conduzido
em 100 mL meio aveia liquido acondicionado em frascos Erlernmeyer de 250 mL.
Para tal, 3 discos de 3mm de didmetro de cada isolado foram retirados do meio
sélido, adicionados ao meio liquido e incubados em agitacéo por 12 dias a 225 rpm,
25C no escuro. Os repiques seguintes, de meio liquido para meio liquido, foram
feitos através da adicdo de 400 uL de inoculo, previamente crescidos em meio
liquido, para frascos com meio de cultura novo. A incubagéo foi efetuada em camara

de agitacéo a 225 rpm no escuro a 25°C por 5--7 dias.

3.4 Teste de verificagcdo do potencial da acéo herbicida
As sementes de trés espécies de daninhas, Lolium multiflorum (azevém),
Spermacoce verticillata (pé-de-galinha) e Eleusine indica (vassourinha-de-bot&o),

foram obtidas da empresa Cosmos Agricola Producéo e Servi¢os Rurais Ltda.

3.4.1 Potencial da acéo herbicida na germinacéao - in vitro
Para o ensaio, foram utilizadas 50 sementes de cada espécie dispostas
uniformemente em placas de Petri de 9 cm de diametro, previamente forradas com
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duas folhas de papel de germinacdo. De cada inoculo, obtido do meio liquido, foi
retirada uma aliquota de 5 mL do sobrenadante de suspensdo de células para
umedecer as folhas de germinacédo. O experimento teve um total de 18 tratamentos,
sendo 14 isolados e 3 controles: isolados IBSBF2507, LFBF1901, LFBF1902,
LFBF1903, LFBF1905, LFBF1906, LFBF1909, LFBF1910, LFBF1912, LFBF1913,
LFBF1919, LFBF1923, LFBF1925, LFBF1926 e LFBF1928. Como controle negativo,
utilizou-se agua deionizada esterilizada e meio de aveia liquido, e como controle
positivo o produto comercial Roundup Original da Monsanto, na concentracdo de
16,7ml/L.

O material foi incubado em camara B.O.D a 25°C, com fotoperiodo de 16h luz.
Foram feitas avaliacbes diarias da germinacdo, sendo qualquer protuberancia
observada na semente considerada como indicio de inicio de germinacdo. A
avaliagdo foi finalizada quando se observou uma estabilidade nos numeros de
sementes germinadas. Cada tratamento continha 3 repeticdes e o0 experimento foi
realizado em duplicata. Os dados foram expressos em porcentagem de germinacao
em relacdo ao controle e submetidos a analise estatistica de variancia (ANOVA) e
Scott-Knott (p> 0,05).

3.4.2 Potencial acao herbicida pés emergente em casa de vegetacédo- in
Vivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo localizada no Campo
Experimental do Departamento de Fitopatologia e Nematologia, ESALQ/USPP. A
semeadura de S. verticillata e L. multiflorum foi conduzida em potes de plastico, com
10,5 cm de didametro, preenchidos com substrato na propor¢cdo 3:1 (v/v) solo:
vermiculita, sendo semeadas aproximadamente 5 sementes por pote. Com 10-15
dias de desenvolvimento, foi feito o desbaste das plantas antes da inoculagdo. A
inoculacdo foi feita através de dois meétodos: no primeiro diretamente no solo,
vertendo-se 50 mL de inoculo, e no segundo por aspersédo na folha, com inoculagéo
feita através de aspersdao manual até o ponto de escorrimento. Os controles
utilizados foram &agua deionizada esterilizada, meio Aveia Liquido e o produto
comercial Roundup, na concentracdo de 16,7ml/L. As suspensdes utilizadas
corresponderam aos isolados IBSBF2507, LFBF1901, LFBF1909 e LFBF1926, todos

testados em condicdes de suspensfes autoclavadas e suspensdes nao
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autoclavadas. Sete dias ap6s a inoculacdo (DAIl), amostras das plantas foram
coletadas para a mensuracdo de massa fresca e massa seca. Cada tratamento
constou de 10 repeti¢cdes. Os resultados foram expressos em gramas (g) e os dados

submetidos a analise de variancia (ANOVA) e Scott-knott (p> 0,05).

3.5 Verificacao da seletividade na germinacao de sementes de soja
Os testes para seletividade foram conduzidos para se verificar a viabilidade
das preparacdes bacterianas em campos de cultivo de soja, visando o0 manejo das
daninhas comuns nessas areas, sem que ocorram prejuizos a cultura de interesse.
Os testes de germinacao foram conduzidos com a utilizacdo de duzentas
sementes, seguindo a metodologia sugerida pelas Regras de Analise de Sementes
(RAS) (BRASIL, 2009). Como substrato para o ensaio in vitro foram utilizadas 3
folhas de papel de germinacao, devidamente umedecidas com agua deionizada, na
proporcdo em mL de 2,5 vezes o peso das folhas. Os tratamentos foram feitos
utilizando-se inoculo a 1,5% do peso das sementes de cada tratamento. A
homogeneizacdo do tratamento foi realizada utilizando-se sacos plasticos em
agitacdo manual por 30 segundos. As sementes de cada tratamento foram
separadas em 8 rolos com 25 sementes cada e incubadas em camara de
germinacao a 25°C. A avaliacao foi feita com 5 dias e com 8 dias apés a inoculacgéo,

anotando-se a quantidade de sementes germinadas, anormais e ndo-germinadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Colecéo Bacteriolégica

As amostras extraidas dos sete tubérculos sintomaticos utilizados estédo
preservadas em colecdo bacteriolégica, a qual se encontra depositada no
Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica Fitopatolégica da ESALQ/USP (LFBF). Ao
total foram obtidos vinte e nove isolados bacterianos. Todos foram caracterizados
visualmente quanto a sua coloracdo e producdo de pigmentos, bem como por
microscopia de luz, quanto ao tipo de cadeia de esporos que apresentavam.
Majoritariamente, os tipos de cadeia de esporos observadas foram: do tipo espiral
(23 isolados), dois isolados caracterizados como de cadeia do tipo flexuosa e dois
isolados de cadeia mista, com formatos tanto espiral quanto flexuosa. Dois isolados
ndo foram caracterizados devido a dificuldade de visualizagdo. A coloracdo da
colbénia e a pigmentacdo produzida foram avaliadas ap0s aproximadamente 12 dias
de crescimento em placa de Petri com meio de cultura aveia. As coloracdes
variaram entre branco (4), marrom (3) e tonalidades de cinza (22). Somente 9 dos
isolados demonstraram a producao de pigmentacdo no meio de cultura solido, sendo
5 isolados de pigmentacdo amarelada e 4 isolados de pigmentacdo amarronzada. A
Tabela 2 ilustra detalhadamente a caracterizacdo de todos os isolados, enquanto
gue a Figura 3 mostra o crescimento de alguns dos isolados em meio sélido com 12
dias de crescimento. De acordo com SCHAAD et al. (2001), essas caracterizacdes
auxiliam na classificagcdo quanto as espécies do género Streptomyces e, apesar de
nao ter sido realizada a classificacdo por analises moleculares, pode-se estimar que
os isolados possam ser exemplares de Streptomyces tugiscabies, que apresentam
coloracdo cinza, cadeia de esporos flexuosa e nao producao de pigmentos, e
Streptomyces scabies, que em geral apresentam coloracao cinza, cadeia de esporos
espiral e producédo de pigmentos. Por sua vez, o isolado IBSBF2507 oriundo da
Secdo de Bacteriologia Vegetal do Instituto Biologico de S&do Paulo e previamente
existente no LFBF, ja havia sido classificado como pertencente a espécie
Streptomyces scabies. Devido a utilizagdo em experimentos anteriores, o isolado
LFBF1901 foi submetido a analise molecular, sendo classificado como Streptomyces

griseorubiginosus.
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Tabela 2 Dados gerais dos isolados da colecdo bacteriol6gica LFBF. Caracterizacdo* dos isolados
bacterianos feita com a utilizacdo de microscopia de luz e observacao do crescimento em meio de
cultura sélido

Coloracéo micélio na

ID Cadeia de esporos placa Producgéo de pigmentos
IBSBF2507 Espiral Branco esverdeado Sim/ amarelo
LFBF1903 Espiral Branco sim/ marrom
LFBF1904 Espiral Cinza nao
LFBF1909 Espiral Cinza nao
LFBF1910 Espiral Cinza nao
LFBF1911 Espiral Marrom sim/amarelo
LFBF1905 Espiral Cinza sim/ marrom
LFBF1912 Espiral Cinza sim/ amarelo
LFBF1913 Espiral Cinza nao
LFBF1914 Espiral Cinza sim/marrom
LFBF1915 Espiral Cinza nao
LFBF1901 Flexuosa Cinza sim/ amarelo
LFBF1916 Espiral Cinza nao
LFBF1902 Espiral Cinza sim/ amarelo
LFBF1917 Espiral Cinza nao
LFBF1918 Espiral Marrom nao
LFBF1919 Espiral Marrom nao
LFBF1920 Espiral Branco sim/ amarelo
LFBF1921 Espiral/ Flexuosa Cinza néao
LFBF1922 Espiral Cinza nao
LFBF1923 Espiral Cinza nao
LFBF1924 N.A Cinza nao
LFBF1925 Flexuosa Branco nao
LFBF1906 Espiral/ flexuosa Marrom sim/marrom
LFBF1926 Espiral Cinza nao
LFBF1927 Espiral Cinza nao
LFBF1928 Espiral Cinza nao
LFBF1929 Espiral Cinza nao
LFBF1907 N.A Branco nao
LFBF1908 Espiral Cinza nao

*NA= ndo foi possivel realizar a avaliacdo
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Figura 3 Quatro isolados da colegdo bacteriol6gica LFBF com 12 dias de crescimento em meio aveia
solido.

4.2 Teste de germinacdo de sementes de daninhas in vitro

Os testes de germinacdo in vitro foram realizados com trés espécies de
daninhas, S. verticillata, L. multifiorum e E. indica. As mensuracdes de germinacao
foram feitas entre 5-10 dias, variando de acordo com a espécie de planta, até o
momento de estabilizacdo da germinacdo. Todos os experimentos foram analisados
estatisticamente com o uso do Teste Teste Scott-Knott, p=>0,05 com comparacdes
multiplas baseadas em analise de agrupamento univariada no R Studio. Os dados
gerais da avaliacdo de cada repeticdo estdo devidamente descritos na Tabela 1 do
apéndice deste trabalho. As médias e as porcentagens de inibicdo de germinacao
estdo detalhadas na Tabela 3 e Tabela 5, respectivamente.

A espécie S. verticillata estabilizou a germinacdo entre 5-6 dias, enquanto L.
multiflorum e E. indica tiveram a estabilizacdo de germinacéo entre 10-12 dias. No
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ensaio 1 com a espécie S. verticillata, os tratamentos Aveia, LFBF1902 e LFBF1925,
se igualaram estatisticamente ao controle Agua, ndo demonstrando efeito
consideravel na inibicdo de germinacdo. Os isolados IBSBF2507, LFBF1905,
LFBF1913, LFBF1919 e LFBF1926 foram estatisticamente diferentes do controle
agua, porém ainda apresentaram algum efeito de inibicdo, abaixo de 50%. J& os
tratamentos com os isolados LFBF1909, LFBF1910, LFBF1912 e LFBF1923
apresentaram inibicio maior de 50%. Os isolados LFBF1903, LFBF1901 e
LFBF1928 apresentaram alto efeito de inibichio de germinagcdo, sendo
estatisticamente semelhantes ao herbicida quimico Roundup. No ensaio 2 de S.
verticillata, os isolados LFBF1905, LFBF1901, LFBF1923 LFBF1906 e LFBF1925
aveia e IBSBF2507 demonstraram-se estatisticamente relacionados ao controle
agua e os isolados LFBF1903, LFBF1909, LFBF1910, LFBF1912, LFBF1913,
LFBF1902, LFBF1919, LFBF1926 e LFBF1928 foram estatisticamente iguais ao
Roundup, todos com inibigdo acima de 50%.

Para a espécie E. indica, no ensaio 1 os tratamentos aveia, IBSBF2507,
LFBF1910, LFBF1925 e LFBF1928 foram estatisticamente semelhantes ao controle
agua, ndo demonstrando efeito inibitério significativo. J& os isolados LFBF1903,
LFBF1909, LFBF1913, LFBF1901, F1919, LFBF1906 e LFBF1926 apresentaram
alto efeito inibitério com inibicdo estatisticamente semelhante ao Roundup. No
ensaio 2, os isolados LFBF1909, LFBF1912, LFBF1913 e LFBF1926 exibiram 100%
inibicdo da germinacdo, ndo apresentando diferenca estatistica em relacdo ao
Roundup. Os demais isolados ou apresentaram pouco efeito de inibicdo, abaixo de
30% ou induziram a germinacéo das sementes.

Por sua vez, nos ensaios com a daninha L. multiflorum, no Ensaio 1 e Ensaio 2
os tratamentos LFBF1926, LFBF1909, apresentaram alto efeito de inibicdo de
germinacdo das sementes, acima de 70% sendo consideradas estatisticamente
semelhantes Roundup. As porcentagens de germinacao estao descritas na Tabela 4
e as porcentagens de inibicdo na Tabela 5. Nenhum dos isolados se mostrou
excelente nas trés espécies concomitantemente, porém, alguns isolados se
mostraram eficientes em duas espécies. As comparacfes estatisticas estao
demonstradas nas tabelas desta secéo.

Nas trés espécies de daninhas, o tratamento in vitro com meio aveia puro

apresentaram uma média de germinacdo bastante semelhante com o controle agua,
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sem diferenca estatistica significativa, demonstrando assim que 0os compostos que

compdem o meio de cultura utilizado n&do tém efeito sobre as sementes utilizadas

nos experimentos. O produto comercial Roundup apresentou resultados de alta

inibicdo de germinacéo, o qual condiz com o efeito de controle ja bem estabelecido
para E. indica e L. multifflorum (AGROFIT, 2020; AGROLINK, 2020). Para S.

verticillata, apesar de n&o haver registro no sistema oficial de Cadastro de

Agroquimicos do Governo Federal (AGROFIT) para o seu controle, foi possivel

observar um excelente nivel de inibicdo da germinacdo das sementes dessa

daninha.

Tabela 3 NUumero médio de sementes germinadas in vitro* apds tratamento com diferentes isolados
de actinomicetos. Repeti¢cdes dos experimentos, foram nomeadas como E1 e E2 = ensaio 1 e ensaio

2, respectivamente

S. verticillata E. indica L. multiflorum

Tratamento El E2 El E2 El E2

Agua 17,3 a 247 a 10,7 a 93h 217a 18,3 a
Awia 21,72 187a 97a 10,7h 250a 230a
Roundup 3,0d 73b 00¢c 00¢ 00b 00b
LFBF1903 1,0d 83b 10¢ 6,7 b 1,74 163a
IBSBF2507 127h 127a 120a 120a 153a 153a
LFBF1909 83¢c 93b 00c 00¢c 00b 00b
LFBF1910 6,3¢ 87b 130a 130a 183a 190a
LFBF1905 11,3h 130a 6,3b 157a 213a 153a
LFBF1912 87¢ 100b 70b 00¢c 20a 147a
LFBF1913 11,0b 6,3b 03¢ 00¢c 183a 157a
LFBF1901 374d 153a 23¢ 133a 2472 197a
LFBF1902 193a 87b 70b 127a 190a 137a
LFBF1919 150h 90b 37¢ 97h 20a 177a
LFBF1923 80¢c 187a 90b 150a 203a 193a
LFBF1925 16,7 a 157a 113a 83h 2432 170a
LFBF1906 374 140a 27¢ 120a 193a 143a
LFBF1926 150h 30b 00c 00¢c 03b 50b
LFBF1928 03d 11,3 107 a 11,3a 170a 16,0 a

*50 sementes por repeticao. Analise estatistica: ANOVA e Scott-knott (p>0,05)
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Tabela 4 Percentagem média de germinacao de sementes de daninhas in vitro* (com base na Tabela
3) apds tratamento com diferentes isolados de actinomicetos. Repeticdes dos experimentos

nomeadas como E1 e E2 = ensaio 1 e ensaio 2, respectivamente

S. verticillata E. indica L. multiflorum

Tratamento El E2 El E2 E1l E2

Agua 35% a 49% a 21% a 19% b 43% a 31% a
Aveia 43% a 37% a 19% a 21% b 50% a 42% a
Roundup 6% d 15% b 0% c 0% c 0% b 0% b
LFBF1903 2% d 17% b 2% ¢ 13% b 23% a 23% a
IBSBF2507 25% b 25% a 24% a 24% a 31% a 31% a
LFBF1909 17% c 19% b 0% c 0% c 0% b 0% b
LFBF1910 13% ¢ 17% b 26% a 26% a 37% a 37% a
LFBF1905 23% b 26% a 13% b 31% a 55% a 31% a
LFBF1912 17% c 20% b 14% b 0% c 44% a 25% a
LFBF1913 22% b 13% b 1% c 0% c 37% a 29% a
LFBF1901 7% d 31% a 5% c 27% a 49% a 38% a
LFBF1902 39% a 17% b 14% b 25% a 38% a 32% a
LFBF1919 30% b 18% b 7% c 19% b 44% a 33% a
LFBF1923 16% c 37% a 18% b 30% a 41% a 34% a
LFBF1925 33% a 31% a 23% a 17% b 49% a 28% a
LFBF1906 7% d 28% a 5% c 24% a 39% a 27% a
LFBF1926 30% b 6% b 0% c 0% c 1% b 9% b
LFBF1928 1% d 23% b 21% a 23% a 34% a 27% a

*Total de 50 sementes por repeticdo. Andlise estatistica: ANOVA e Scott-knott (p>0,05)
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Tabela 5 Percentual de inibicdo de germinacdo de sementes de daninhas em relagcéo ao controle
agua in vitro* (com base nos dados das Tabelas 3 e 4) apés tratamento com diferentes isolados de
actinomicetos. Repeti¢cdes dos experimentos nomeadas como E1 e E2 = ensaio 1 e ensaio 2,

respectivamente
S. verticillata E. indica L. multiflorum

Tratamento El E2 El E2 El E2

Aweia 24% a -24% a -9% a 14% b 15% a 34% a
Roundup -83% d -70% b -100% c -100% c -100% b -100% b
LFBF1903 -94% d -66% b 91% c -29% b -46% a -28% a
IBSBF2507 -27% b -49% a 13% a 29% a -29% a 2% a
LFBF1909 -52% c -62% b -100% c -100% c -100% b -100% b
LFBF1910 -63% c -65% b 22% a 39% a -15% a 17% a
LFBF1905 -35% b -47% a -41% b 68% a 26% a 2% a
LFBF1912 -50% c -59% b -34% b -100% c 2% a -19% a
LFBF1913 -37% b -74% b 97% c -100% c -15% a -6% a
LFBF1901 -79% d -38% a -78% c 43% a 14% a 21% a
LFBF1902 12% a -65% b -34% b 36% a -12% a 2% a
LFBF1919 -13% b -64% b -66% c 4% b 2% a 4% a
LFBF1923 -54% c -24% a -16% b 61% a -6% a 9% a
LFBF1925 -4% a -36% a 6% a -11% b 12% a -11% a
LFBF1906 -79% d -43% a -75% c 29% a -11% a -15% a
LFBF1926 -13% b -88% b -100% c -100% c -98% b -70% b
LFBF1928 -98% d -54% b 0% a 21% a -22% a -15% a

*Controle H20 considerado como 100% de germinacéo. Valores negativos séo referentes & inibigéo e

positivos sé@o indug¢do de germinagao.

Na tabela abaixo (Tabela 6) é possivel comparar os experimentos de acordo
com os intervalos de inibicdo, sendo que as Figuras 4, 5 e 6 ilustram alguns dos
resultados. A frequéncia de maior inibicdo (em roxo, acima de 75%) ocorreu nos
ensaios com os tratamentos LFBF1903, LFBF1909, LFBF12, LFBF13, LFBF1901,
LFBF1906, LFBF1926 e LFBF1928, sendo que o isolado LFBF1909 se mostrou
muito eficiente em relacdo ao efeito sobre E. indica e L. multiflorum nas duas
repeticbes. Tais isolados possuem as mesmas caracteristicas morfologicas
observadas na Tabela 2 (coloracdo cinza, cadeia de esporo espiral e sem
pigmentacdo no meio). O experimento E2 de S. verticillata se apresentou bastante
destoante em relacdo a E1, que pode ter ocorrido devido a variacdo das condi¢cdes

dentro da camara incubadora, ocasionada pelas diferentes posicées de prateleiras.
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Ao longo do experimento foi feita a alternancia de posi¢coes das placas de Petri para
amenizagao de tal diferenca.

Tabela 6 Percentagem de inibicdo da germinacéo in vitro de sementes de daninhas expressa em
escala de cores*. E1 e E2 correspondem aos ensaios 1 e 2, respectivamente

S. verticillata E. indica L. multiflorum
Tratamento El E2 El E2 El E2

Aweia
I R R
]

Roundup
LFBF1903
IBSBF2507
LFBF1909 I D
LFBF1910
LFBF1905
LFBF1912 e
LFBF1913 I
LFBF1901 ]

LFBF1902
LFBF1919
LFBF1923
LFBF1925
LFBF1906
LFBF1926
LFBF1928

*Roxo= inibigdo >75%; amarelo= inibicdo 50-75%; azul claro= inibigdo <50;

cinza: sem inibicdo ou com inducdo de germinacao
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Figura 4 Germinacéo de S. verticillata in vitro apés tratamento com diferentes isolados. Foto tirada
apos 5 dias da inoculacéo

LFBF1913

Figura 5 Germinacéo de E. indica in vitro apés tratamento com diferentes isolados. Foto tirada 10 dias
apos inoculagéo
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Figura 6 Germinacéo de L. multiflorum in vitro apds tratamento com diferentes isolados. Foto tirada 10
dias ap6s inoculacéo

4.3 Influéncia das preparacdes no desenvolvimento das daninhas em
condi¢cdes de casa de vegetacéao

As daninhas foram avaliadas quanto a sua massa fresca e massa seca de
amostras de plantas, ap0s o tratamento com as suspensdes de células de isolados
previamente selecionados. Os valores gerais de cada repeticdo dos experimentos
em casa de vegetacdo encontram-se descritos nas Tabelas 2, 3 e 4 do apéndice
deste trabalho.

Na Tabela 7 esta descrito detalhadamente as médias de pesos mensurados
referentes ao ensaio com S. verticillata, sendo que nas Figuras 7 e 8, pode-se
observar o aspecto das plantas. Os dados referentes a massa fresca e massa seca
tiveram uma correlacdo estatistica alta, com coeficiente de 0,97 no ensaio com
IBSBF2507 e LFBF1901. Nenhum dos tratamentos exibiu diferencga significativa em
relacdo ao controle H20, expressando assim que, ndo houve efeito de controle pos-
emergéncia com esses isolados. A diferenca estatistica se deu apenas no

tratamento com o produto comercial Roundup. Apesar de apresentarem resultados
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de inibicdo em ao menos 2 ensaios in vitro, os tratamentos IBSBF2507 e LFBF1901

nao demonstraram efeito de controle nos tratamentos in vivo sobre S. verticillata.

Tabela 7 Média massa fresca e seca da parte aérea de S. verticilllata apds 7 dias da inoculagéo no
solo e na folha. S= suspenséo nao autoclavada e A= suspenséao autoclavada

Tratamento solo Tratamento folha
Massa frescaFolha (g) ~ MassaSecaFolha(g) ~ Massa fresca Solo (g) Massa Seca Solo (g)

Agua 173a 017a 1% a 019a
Awia 113a 0lla 1L75a 017a
Roundup 019 b 004 a 0,0b 003b
IBSBF2507 133a 015a 150a 0l4a
IBSBF2507A 173a 017a 115a 010a
LFBF1909 192a 017a 18la 019a
LFBF1909A 1,39a 013a 187a 020a

£ g
‘

R
Agua Roundup IBSBF25087 IBSBF25087A LFBF1901 LFBF1901A

Figura 7 Plantas de S. verticillata apds 7 dias de inoculagdo de 50 mL de suspenséo no solo
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IBSBF25087 IBSBF25087A LFBF1901 LFBF1901A

Figura 8 Plantas de S. verticillata apds 7 dias da inoculacéo por asperséo na folha

Para a espécie L. multifiorum, a avaliacdo com 7 dias foi feita apds aplicacdo
dos tratamentos IBSBF2507, LFBF1909 e LFBF1926. Os tratamentos foram
conduzidos com a utilizacdo de suspensdo de células autoclavadas ou nao
autoclavadas. Apos sete dias da inoculacédo néo foi observado nenhum efeito visual
e estatistico do tratamento IBSBF2507 em relacédo ao controle agua (Tabela 8), tanto
na observacdo dos tratamentos inoculados em solo quanto nos tratamentos
inoculados em folha. Os dados de massa fresca e massa seca também foram
altamente correlacionados. A Unica diferenca estatistica encontrada foi em relacao
ao tratamento com o herbicida quimico Roundup. Tais dados correspondem aos
resultados encontrados in vitro em que esse isolado também ndo demonstrou efeito
de inibicdo da germinacao.

Tabela 8 Média massa) fresca e seca da parte aérea de L. multifiorum apds 7 dias de inoculagdo no
solo e na folha com o isolado IBSBF2507*

Tratamento solo Tratamento folha
MassafrescaFolha(g) ~ MassaSecaFolha(g) — MassafrescaSolo(g) Massa Seca Solo (g)
Agua 047a 0,07a 019a 0,03a
Awia 034a 0052 0244 0044
Roundup 0,02 b 0,01b 0,01b 0,00b
IBSBF2507S 03la 0,042 0274 0,06
IBSBF2507A 0,284 0,05a 0304 0,05a

* IBSBF2507S= suspenséo ndo-autoclavada e IBSBF2507A= suspensdo autoclavada.
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No ensaio conduzido com os isolados LFBF1909 e LFBF1926 foi observado
uma diferenca entre os dados de massa seca em relacdo a massa fresca e também
entre inoculacdo em solo e inoculacdo na folha.

De forma geral, visualmente o herbicida quimico demonstrou menor efeito
herbicida, quando comparado ao ensaio anterior com IBSBF2507, no entanto, ainda
foi possivel observar diferenca estatistica em relacdo ao controle agua. No
tratamento em folha, a analise da massa fresca demonstrou que os isolados
LFBF1909 e LFBF1926, tanto autoclavado quanto nao autoclavado, foram
estatisticamente semelhantes ao Roundup, apresentando, entdo, uma acao
herbicida na folha. Em analise da massa seca, todos os tratamentos, inclusive o
meio aveia, se diferenciaram do controle 4gua. De modo geral, com inoculacdo em
folha, observou-se que os tratamentos utilizados foram estatisticamente semelhantes
ao controle quimico, sugerindo algum efeito de inibicdo ou retardamento de
desenvolvimento da planta em relagdo a sua massa.

Em inoculacdo no solo, os dados da massa fresca foram estatisticamente
iguais e, os dados da massa seca demonstraram que 0s tratamentos com meio
aveia e LFBF1909A (autoclavado) apresentaram maiores valores de massa de
matéria seca, ndo demonstrando nenhum efeito de inibicdo ou controle pos-

emergente.

Tabela 9 Média massa fresca e seca da parte aérea de L. multiflorum com 7 dias ap6s inoculacao
com LFBF1909* e LFBF1926*

Massa fresca Folha (g) Massa Seca Folha (g) Massa frescaSolo(g) Massa Seca Solo (g)

Agua 0,345 a 0,05a 0,242 a 0,022 a
Aveia 0,281 a 0,028 b 0,237 a 0,034 b
Roundup 0,142 b 0,02 b 0,174 a 0,027 a
LFBF1909 0,217 b 0,028 b 0,21 a 0,023 a
LFBF1909A 0,2b 0,024 b 0,233 a 0,032 b
LFBF1926 0,198 b 0,021 b 0,198 a 0,022 a
LFBF1926A 0,194 b 0,03 b 0,194 a 0,027 a

*LFBF1909= suspensdo ndo autoclavada, LFBF1909A= suspensdo autoclavada; LFBF1926=
suspenséo ndo autoclavada, LBF1926A= suspensédo autoclavada
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LFBF1909 LFBF1909A LFBF1926 LFBF1926A

Figura 9 Plantas de L. multiflorum ap6s inoculacéo no solo com LFBF1909 e LFBF1926. Foto tirada
apos 7 dias da inoculacdo no solo. A= suspensao autoclavada

'j\ S
N ‘

LFBF1909 LFBF1909A LFBF1926 LFBF1926A

Figura 10 Plantas de L. multiflorum apés inoculacdo em folha com LFBF1909 e LFBF1926. Foto tirada
7 dias apds inoculagdo na folha. A= suspenséo autoclavada

A Tabela 10 ilustra o comportamento observado no desenvolvimento de cada
espécie de daninha ao longo dos experimentos realizados. Em geral, observou-se
que a espécie S. verticillata apresentou uma germinacdo in vitro bem rapida, com
sementes germinadas observadas ja no segundo dia apds o tratamento. Em casa de
vegetacdo, essa espécie também demonstrou rapido desenvolvimento, sendo que
entre 10-15 dias a planta ja estava bem desenvolvida. A espécie E. indica, por sua
vez, apresentou uma germinacao in vitro um pouco mais lenta, sendo que o inicio da

germinacao foi observado apenas apds o 3° dia de tratamento. Em condi¢cdes de
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casa de vegetacdo, o desenvolvimento dessa espécie foi bastante lento e instavel, o
que resultou na dificuldade da obtencédo suficiente de plantas para a realizacdo do
experimento in vivo. Por fim, a espécie L. multiflorum apresentou germinagéo in vitro
semelhante a E. indica, com inicio da germinacédo ap6s o 3° dia do tratamento. Em
casa de vegetacao essa espécie demonstrou um rgpido desenvolvimento, com cerca
de 10 dias.

Tabela 10 Comportamento observado em cada espécie de daninha em relagdo ao seu desenvolvimento in vitro e
in vivo

In vitro In vivo

Germinacdo Estabiliazagdo germinagdo Germinagdao Desenvolvimento

Spermacoce verticillata 2°dia 5dias rapida 10-15dias
Eleusine indica 3°dia 10 dias lenta >25 dias
Lolium multiflorum 3°-4° dia 10dias rapida 10-15dias

4.4 Seletividade para a cultura de soja

Quatro isolados foram utilizados como inoculo para se verificar a influéncia na
germinacdo em plantas de soja, sendo os isolados LFBF1903, LFBF1913,
LFBF1909 e LFBF1926.Todos esses isolados apresentaram inibicdo de germinacao
em ao menos uma espécie de daninhas in vitro superior a 75%. Os tratamentos ndo
apresentaram efeito negativo na germinacdo de sementes de soja, mantendo a
germinacdo estatisticamente semelhante ao controle agua ou superior a média de
germinacdo em agua (Vide tabela 11; Figura 11). Os tratamentos LFBF1909 e
Roundup tiveram germinacdo superior a agua, com média de 92% e 94%,
respectivamente (Tabela 11). A cultivar de soja utilizada para o teste, TMG 7062
IPRO, é resistente ao herbicida Roundup devido a sua capacidade de produzir altos
niveis a enzima 5-enolpiruvoilshiquimato 3-fosfato sintase (EPSP), uma enzima
responsavel pela producdo de aminoacidos essenciais para o crescimento da planta
(TMG, 2020). Possivelmente, por essa maior producdo enzimatica, ndo se observou
um efeito danoso na semente, e sim, uma melhor germinacdo. Ainda, pode-se dizer

que o isolado LFBF1909 se torna ainda mais promissor para utilizacdo em estudos
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posteriores com potencial bio-herbicida. Ainda, na Tabela 11 também é possivel se

observar a média de sementes germinadas, ndo germinadas e anormais.

Germinagdo soja 8 dias apds
tratamento

Figura 11 Teste de germinacao in vitro com sementes de soja com 8 dias apds o tratamento com a)
agua, b) meio de aveia liquido, ¢) Roundup, d) LFBF1909, e) LFBF1913, f) LFBF 1926 e g)
LFBF1909. H) Foto aproximada de uma semente germinada tratada com agua (a).

Tabela 11Média de germinagdo e anormalidades* de sementes de soja de um total de 25 sementes
apos 7 dias da inoculag@o com os isolados de StreptomycesLFBF 1903, LFBF1913, LFBF1926 e

LFBF1909
Total de Germinadas Germ. Anormais Nao germinadas

Tratamento Média % Média % Média %

AGUA 22,13 a 88,5% 0,00 0,0% 2,88 11,5%

AVEIA 21,63 a 83,5% 0,75 3,0% 3,38 13,5%
ROUNDUP 23,50 b 94,0% 0,00 0,0% 1,50 6,0%
LFBF1903 21,63 a 84,5% 0,50 2,0% 3,38 13,5%
LFBF1913 21,63 a 85,0% 0,38 1,5% 3,38  13,5%
LFBF1926 21,63 a 84,0% 0,63 2,5% 3,38 13,5%
LFBF1909 23,13 b 92,0% 0,13 0,5% 1,88 7,5%

*Anormais foram consideradas como germinadas, porém n&do se desenvolveram bem ou

apresentaram algum tipo de podridao
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Os resultados nesse ensaio demonstraram que 0s quatro isolados testados
poderiam ser utilizados no campo de soja nem nenhum efeito prejudicial na

germinacao da cultura de interesse.

4.5 Consideracdes finais

Os resultados estdo em concordancia com DHANASEKARAN et al. (2010) que
mostraram o potencial de diversos actinomicetos com efeito herbicida. Os
actinomicetos sdo considerados os principais produtores de enzimas, vitaminas e
metabdlitos secundarios e 0 género Streptomyces se destaca como produtor de uma
diversidade de metabdlitos (NASCIMENTO et al., 2014). Além disso, ja €
documentado que a agéo herbicida por agentes biol6gicos pode ocorrer por diversos
motivos, dentre eles a acdo dos componentes presentes nos metabdlitos
secundarios que visam a inibicdo de biossinteses nas plantas (SHI et al., 2020). A
fitotoxidade dos metabdlitos pode variar nos sitios de acao especificos, assim como
podem variar em espécies diferentes de daninhas (TODERO et al.,, 2018) o que
pode ser uma vantagem, pois a diversidade previne a ocorréncia de resisténcias
futuras. Estudos anteriores também demonstram o potencial de Streptomyces na
inibicdo da germinacdo de Phelipanche aegyptiaca em tomateiro (CHEN et al.,
2020). A utilizacdo de microrganismos que ja estdo presentes no solo, como agentes
biolégicos de daninhas pode ser benéfico, pois 0s mesmo jA possuem uma
importante funcdo no controle do fitopatogenos devido as suas atividades
antimicrobianas (ZHANG et al., 2013).

Ainda, é importante ressaltar que, apesar apenas oito isolados apresentarem
reducdo maior 75% na inibicdo, outros isolados com inibicdo 50-75%, ainda podem
ser explorados como possiveis agentes biolégicos para a reducdo da populacgéo.
Como citado em topicos anteriores, um manejo de daninhas mais eficiente € aquele
que utiliza o Manejo Integrado de Plantas Daninhas (MIPD), ou seja, 0 uso da
combinacdo de ferramentas para contencdo, redugdo e, se necesséario, a
erradicacdo somente das daninhas que apresentam alta nocividade (VICTORIA,
2019).

Visto que no Brasil ainda ndo ha nenhum produto biolégico para o controle de

daninhas disponivel no mercado, pesquisas nessa area Sao promissores e
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importantes para o desenvolvimento de novas tecnologias para a agricultura. A
microbiota do solo é bastante vasta e a triagem de potenciais microrganismos com
atividades benéficas € de grande importancia para o aprimoramento de pesquisas e
futuro desenvolvimento de novos produtos. Pesquisas adicionais ainda s&o
necessarias para se avaliar a eficiéncia de todos os isolados em campo, assim como

a determinacdo de doses mais eficazes.

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que oito, dentre os isolados
utilizados, apresentaram eficiéncia como agentes herbicidas, com inibicdo de
germinacao acima de 50% em 3 diferentes espécies daninhas quando testados in
vitro, sendo eles LFBF1901, LFBF1906, LFBF1912, LFBF1928, LFBF1903,
LFBF1909 LFBF1913, e LFBF1926. Em experimentos in vivo, dentre os quatro
isolados testados, IBFBF2507, LFBF1901, LFBF1909 e LFBF1926, os dois ultimos
exibiram algum potencial herbicida em tratamento foliar. Sabendo-se que os
resultados que demonstraram maior potencial herbicida foram aqueles conduzidos
em sementes de daninhas in vitro, sugere-se que a acao dos microrganismos pode
ser mais eficaz se utilizados como produtos pré-emergéncia na agricultura.

Finalmente, mais pesquisas Sao necessarias para 0 aprimoramento de

meétodos e doses mais eficazes na inibicdo de germinacéao.

6. PESQUISAS FUTURAS

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, pesquisas futuras
deverdo ser realizadas com a utilizagdo dos oito isolados que demonstraram melhor
eficiéncia como agentes bioherbicida (isolados em roxo na Tabela 6). Para isso,
sugere-se a repeticdo dos experimentos de germinacdo in vitro, assim como a
conducdo de novos experimentos de germinacéo in vivo, com tratamento do solo
revolvido ou tratamento na superficie do solo. Adicionalmente, experimentos de
verificacdo de controle em pds-emergéncia poderiam ser conduzidos com os demais

isolados que demonstraram acao herbicida in vitro porém néo foram testados in vivo.
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A

APENDICES
Tabela 1. Dados com nameros gerais da germinacdo de daninhas dos ensaios in vitro de todas as

repeticdes.
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Tabela 2. Dados gerais de massa seca e massa fresca de todas as repeticbes do ensaio

conduzido em casa de vegetacdo com S. verticillata. Tratamentos feitos no solo e na folha com a

utilizacdo dos isolados IBSBF2507 e LFBF1901, ambos com suspensdo autoclavada (A) e nédo

autoclavada (S)
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Tabela 3. Dados gerais de massa seca e massa fresca de todas as repeticbes do ensaio
conduzido em casa de vegetacdo com L. multiflorum. Tratamentos feitos no solo e na folha com a

utilizacdo do isolado IBSBF2507,com suspensdao autoclavada (A) e ndo autoclavada (S).

Tratamento Solo fresco Solo seco Folha fresca Folha seca
Agua 0,43 0,06 0,20 0,03
Agua 0,45 0,06 0,19 0.03
Agua 0,30 0,03 0,10 0,02
Agua 0,34 0,06 0.20 0,03
Agua 0,30 0,05 0.21 0,03
Agua 0,61 0,07 0,10 0.04
Agua 0,35 0,04 0,29 0,02
Agua 0,22 0,04 0,20 0,03
Agua 1,19 0,26 0,33 0.06
Agua 0,52 0,07 0,15 0,02
Aveia 0,24 0,04 0,16 0,02
Aveia 0,34 0,08 0,33 0,04
Aveia 0,28 0,04 0,28 0,05
Aveia 0,18 0,04 017 0,03
Aveia 0,32 0,05 0,26 0,04
HAyeia 0,52 0,08 0,31 0,06
Aveia 0,54 0,08 0.21 0,03
Aveia 0,35 0,03 0,30 0,05
Ayeia 0,23 0,08 0,29 0,04
Aveia 042 0,06 0,08 0,04

Roundup 0,03 0,01 0.01 0,01
Roundup 0,03 0,02 0,00 0,00
Roundup 0,01 0.01 0.01 0,00
Roundup 0,01 0,00 0,01 0,00
Roundup 0.01 0.01 0.02 0,01
Roundup 0,02 0,00 0,02 0,01
Roundup 0,01 0,00 0,01 0.00
Roundup 0,03 0,02 0,01 0.01
Roundup 0,03 0,02 0,01 0,00
Roundup 0,05 0,02 0,02 0.01
IBSBF25087 S 0,24 0,03 0,39 0,04
IBSBF25087 S 0.23 0.06 0.34 017
IBSBF25087 S 0.41 0,01 0.11 0,02
[BSBF25087 S 0,54 0,07 0,04 0,05
[BSBF25087 S 0,36 0,05 0,14 0,04
IBSBF2508T7 S 0,34 0,05 0.45 0,07
[BSBF26087 S 0,26 0,07 0,30 0,05
IBSBF25087 S 0,21 0,02 0,29 0,04
IBSBF25087 S 023 0.04 0.34 0,05
IBSBF25087 S 027 0.04 0.36 0,06
IBSBF25087 A 0,46 0,07 0,32 0,05
[BSBF25087 A 0,28 0,03 022 0,05
IBSBF25087 A 0,50 0.06 0.24 0,07
[BSBF26087 A 0,21 0,08 0,27 0,04
IBSBF25087 A 0,21 0,05 0,29 0,04
IBSBF2508T A 0,19 0.04 0.37 0,07
IBSBF2608T A 0,23 0,08 0,28 0,03
IBSBF25087 A 0,29 0,04 0,14 0,03
IBSBF25087 A 0,30 0,04 0,56 0,09
IBSBF25087 A 0,14 0,03 0,32 0,05
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Tabela 4. Dados gerais de massa seca e massa fresca de todas as repeticbes do ensaio

conduzido em casa de vegetacdo com L. multiflorum. Tratamentos feitos no solo e na folha com a

utilizacdo dos isolados LFBF1909 e LFBF1926, ambos com suspensdo autoclavada (A) e nédo

autoclavada (S).
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Tabela 5. Dados de germinacao de sementes de soja tratadas com os isolados LFBF1903,
LFBF1913, LFBF1926, LFBF1909. Avaliacdo 8 DAI e cada repeticdo continha 25 sementes

Tratamento Germinadas Anormais N3o germinadas

H20 21 0 4
H20 23 0 2
H20 22 0 3
H20 21 0 4
H20 22 0 3
H20 22 0 3
H20 23 0 2
H20 23 0 2
AVEIA 20 3 2
AVEIA 21 0 4
AVEIA 22 2 1
AVEIA 22 0 3
AVEIA 21 0 4
AVEIA 21 1 3
AVEIA 20 0 5
AVEIA 20 0 5
ROUNDUP 24 0 1
ROUNDUP 23 0 2
ROUNDUP 24 0 1
ROUNDUP 23 0 2
ROUNDUP 23 0 2
ROUNDUP 24 0 1
ROUNDUP 23 0 2
ROUNDUP 24 0 1
LFBF1903 22 0 3
LFBF1903 22 1 2
LFBF1903 21 0 4
LFBF1903 23 0 2
LFBF1903 22 1 2
LFBF1903 22 0 3
LFBF1903 18 2 5
LFBF1903 19 0 6
LFBF1913 24 0 1
LFBF1913 20 1 4
LFBF1913 20 1 4
LFBF1913 20 1 4
LFBF1913 22 0 3
LFBF1913 23 0 2
LFBF1913 23 0 2
LFBF1913 18 0 7
LFBF1926 23 0 2
LFBF1926 22 0 3
LFBF1926 18 2 5
LFBF1926 21 2 2
LFBF1926 21 0 4
LFBF1926 22 0 3
LFBF1926 23 0 2
LFBF1926 18 1 6
LFBF1909 22 0 3
LFBF1909 22 0 3
LFBF1909 22 0 3
LFBF1909 25 0 0
LFBF1909 23 0 2
LFBF1909 23 1 1
LFBF1909 24 0 1
LFBF1909 23 0 2




