UNIVERSIDADEFEDERALDEUBERLANDIA

JAIRLA GOMES RODRIGUES

POTENCIAL DE Phoma conyzaphthora PARA O CONTROLE DE BUVA (Conyza bonariensis e
Conyza canadensis) EM PRE-EMERGENCIA

Monte Carmelo-MG
2023



JAIRLA GOMES RODRIGUES

POTENCIAL DE Phoma conyzaphthora PARA O CONTROLE DE BUVA (Conyza
bonariensis e Conyza canadensis) EM PRE-EMERGENCIA

Trabalho de Conclusdo apresentado ao
curso de Agronomia da Universidade
Federal de Uberlandia, Campus Monte
Carmelo, como requisito necessario
para a obtengdo do grau de Engenheira
Agronoma.

Orientador: Prof. Dr. Bruno Sérgio
Vieira.

Monte Carmelo-MG
2023



JAIRLA GOMES RODRIGUES

POTENCIAL DE Phoma conyzaphthora PARA O CONTROLE DE BUVA (Conyza
bonariensis e Conyza canadensis) EM PRE-EMERGENCIA

Trabalho de Conclusdo apresentado ao
curso de Agronomia da Universida de
Federal de Uberlandia, Campus Monte
Carmelo, como requisito necessario
para a obten¢do do grau de Engenheira

Agronoma.
APROVADA em 05 de julho de 2023.
Dra.Eliane Mayumi Inokuti UFU
Me. Fernando Garcia UFU

Prof. Dr. Bruno Sérgio Vieira
ICIAG-UFU
(Orientador)

Monte Carmelo-MG
2023



AGRADECIMENTOS

A Deus por tornar possivel aconclusdo deste trabalho.

Ao meu filho Matias, por ser a razao da minha vida.

A minha mae Sonia Gomes, pelo cuidado e exemplo, pelo esfor¢o, por me motivar todos os
dias a seguir meus sonhos.

Ao meu companheiro Sergio Daniel pelo apoio e incentivo.

A minha familia e amigos que sempre me motivaram.

A todos os professores que fizeram parte da minha formagao.

Ao professor Bruno Sergio Vieira, pela dedicacdo em suas orientagdes prestatadas na
orientacao deste trabalho.

A Koppert, pela bolsa concedida e pelo apoio financeiro para o desenvolvido deste trabalho.
A todos os envolvidos nos projetos da UFU/Monte Carmelo que participei, onde pude
aprender bastante.

A Univerdade Federal de Uberlandia/Campus Monte Carmelo.



SUMARIO

—_—

) UV, [ - US B \)

INTRODUGAO. ...ttt 8

COBJIETIVO ..o sn s nenennne e o 10
.REVISAO DE LITERATURA .......coovimieemeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
. MATERIAL E METODOS .....cooomiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e ves s 13
. RESULTADOS E DISCUSSAO .....coouiieieeeeeeeeeeeeee oo oo 16
CCONCLUSAO ...ttt n s e 20
CREFERENCIAS ...t seennenee oo 21



RESUMO

Um dos fatores que limitam a produtividade agricola no cenéario atual a nivel mundial
sdo as plantas daninhas, interferindo direta e indiretamente nas grandes culturas resultando
significamente em perdas na qualidade e produtividade. A buva (Conyza bonariensis e
Conyza canadensis) ¢ uma das plantas daninhas mais nocivas na agricultura brasileira, sendo
bastante agressiva, de facil dispersdo. Sdo plantas anuais caracterizadas como espécies de
inverno e verdo. O uso indiscriminado de herbicidas quimicos, principalmente o glyphosate
para o controle dessas espécies aumentou substancialmente a pressdo de selecdo, resultando
na selecdo de populagdes resistentes. Torna-se essencial a busca por meios alternativos de
controle, como o controle bioldégico que ¢ uma excelente opg¢do ao uso de herbicidas
quimicos. Objetivou-se neste trabalho avaliar o potencial de isolados de Phoma
conyzaphthora para o controle de buva (Conyza bonariensis e Conyza canadensis) em pré
emergéncia. Foram utilizados quatro isolados (isolados COAD 1066B, COAD 2380C, COAD
2383A e COAD2383C). Foram testados suspensdes preparadas com fragmentos de micélio na
concentragdo e 1x10° fragmentos/mL, com arroz triturado na concentragio de 50% m/v e
fragmentos de micélio nas concentragdes de 2.5%, 5%, 7% e 10% m/v e do filtrado do fungo.
Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os
tramentos com o isoado COAD 1066B que apresentaram maior inibi¢ao de germinagao das
sementes de C. canadensis foram aqueles nas porcentagens de concentragdao de 2,5%, 5%,
7,5% e 10% m/v, sendo que o tratamento na concentragdo 2.5% foi melhor para inibi¢do da
germinacdo das sementes. Para os tratamentos realizados com fragmentos de micélio na
concentragio 1x10° framentos/mL, o tratamento COAD 1066B foi o melhor para inibir a
germinacdode C. bonariensis. O isolado COAD 1066B de Phoma conyzaphthora possui

potencial como agente de controle biologico para as espécies C. bonariensis e C. canadensis.

Palavras-chave: plantas daninhas, bioherbicida, controle biologico.



ABSTRACT

One of the factors that limit agricultural productivity in the current scenario
worldwide are weeds, directly interfering and influencing large crops produced significantly
in losses in quality and productivity. The horseweed (Conyza bonariensis and Conyza
canadensis) is one of the most harmful weeds in Brazilian agriculture, being quite aggressive,
easily distributed, they are annual plants characterized as winter and summer species. The
indiscriminate use of chemical herbicides, mainly glyphosate, to control these species
increased the selection pressure, gaining in the selection of resistant resistant ones. It is
essential to search for alternative means of control, such as biological control, which is an
excellent option to the use of chemical herbicides. The objective of this work was to evaluate
the potential of Phomaconyzaphthora isolates for the control of horseweed (Comnyza
bonariensis and Conyza canadensis) in pre-emergence. Four isolates were used (isolates
COAD 1066B, COAD 2380C, COAD 2383A and COAD2383C). Suspensions prepared with
fragments of mycelium at a concentration of 1x106 fragments/mL, with crushed rice at a
concentration of 50% m/v and fragments of mycelium at concentrations of 2.5%, 5%, 7% and
10% m/v and of fungus filtrate. The experiments were set up in a completely randomized
design (DIC). The treatments of the fungus COAD 1066B that followed the highest tendency
of germination of the seeds of C. canadensis were those in the concentration percentages of
2.5%, 5%, 7.5% and 10% m/v, being that the treatment in the concentration 2.5% was better
for monitoring seed germination. For the treatments carried out with mycelium fragments at a
concentration of 1x10° fragments/mL, the COAD 1066B treatment was the best to inhibit the
germination of C. bonariensis. Phoma conyzaphthora isolate COAD 1066B has potential as a

biological control agent in C. bonariensis and C. canadensis species.

Keywords: weeds, bioherbicide, biological control.



1.INTRODUCAO

As plantas daninhas constituem-se como um dos maiores fatores limitantes a
produtividade agricola, acarretando em muitos danos econdmicos. De acordo com Lorenzi
(2000), as plantas daninhas influenciam em média de 30% a 40% na redugdo da producao
agricola mundial. Essas plantas apresentam algumas caracteristicas que as favorecem, como a
rusticidade, resisténcia a pragas e doengas, produg¢do de um grande ntimero de sementes
vidveis, boa dispersdao das espécies, formas variadas de multiplicacdo e podem apresentar
também efeitos alelopaticos sobre as plantas cultivadas (DE OLIVEIRA JR et al., 2011).

Além dos prejuizos diretos ligados a reducdo da eficiéncia agricola, essas plantas
também interferem no aumento dos custos de produgdo. A presenca dessas plantas daninhas
podem levar a danos maiores que os causados por pragas e doencas, dessa forma, representam
a maior barreira a producao de alimentos em muitas regides do mundo (MUZIK, 1970).

Nas ultimas décadas nos sistemas de cultivo, o controle principal das plantas daninhas
¢ o controle quimico (HEAP; DUKE, 2018). O volume de gastos com agrotdxicos passou de
US$ 400 mil em 1964 para quase US$ 7 bilhdes em 2008 no Brasil (DE OLIVEIRA JR ET
AL., 2011).

Nos utimos dez anos o perfil de uso de agrotoxicos manteve crescente no pais, onde os
produtos que dominam o mercado nacional de agrotoxicos sao os herbicidas (VARGAS,
LEANDRO et al., 2013). No pais o uso de agrotoxicostem sido crescente € o0 aumento no uso
dessas substancias quimicas foi significativamente superiores aos dos Estados Unidos e paises
europeus (DE MORAES, 2019).

No entanto, recentemente, surgiu uma preocupagdo sobre o uso de herbicidas
quimicos, a selecdo de biotipos resistentes. Estes podem surgir de aplicacdes consecutivas
feitas de forma incorreta, que interferem na eficacia dos herbicidas, possibilitando o aumento
nos numeros de plantas daninhas resistentes a um ou mais herbicidas com diferentes modos de
acdo (SANTOS et al., 2014).

Conyza bonariensis (L.), Conyza canadensis (L.) e Conyza sumatrensis (Retz.) sdao
espécies de plantas daninhas mais difundidas pelo mundo e que mais se destacam
negativamente no género Conyza (THEBAUD; ABBOTT, 1995). Sado popularmente
conhecidas como buva e pertencem a familia Asteraceae. As espécies de buva sdo uma das
plantas daninhas consideradas mais nocivas na agricultura brasileira, sendo bastante
agressivas, de facil dispersdo, produzindo em média 400 sementes por capitulo. Caracterizam-

se como plantas anuais, de inverno e verdo. Infestam pomares, vinhedos, pastagens e grandes



culturas como milho, soja e algoddo (LAZAROTO et al., 2008). Mas também infesta e se
desenvolve em areas ndo cultivadas. Sdo nativas da América do Sul, ocorrendo
abundantemente na Argentina, Uruguai e no Brasil (VARGAS, 2007).

As espécies de buva se adaptam bem em sistemas conservacionistas, como semeadura
direta e cultivo minimo de solo, dessa forma a identificagdo correta da especie € essencial na
tomada de desisdo da medida de controle a ser empregada na area (LAZAROTO et al., 2008).

A principal forma de identificagdo taxondmica das espécies do género Conyza é por meio da
observagdo dos caracteres morfologicos, como ainser¢do das inflorescéncias, forma do
cotilédone, cor da folhagem, nimero e profundidade dos dentes nas folhas (ULZURRUN et
al., 2018).

Em um estudo sobre germinagao de sementes de buva, foi observado que as espécies
C. canadensis e C. bonariensis germinam bem em condig¢des de temperaturas constantes (20°,
25° e 30° C) e apresentam germinagdo reduzida em temperaturas de 15°, 35° e 40° C
(YAMASHITA; GUIMARAES., 2011). Sua germinacio ocorre com maior intensidade no
final do outono e no inverno. As sementes nao apresentam dorméncia e podem germinar
prontamente em condigdes de temperatura e umidade favoraveis (LAZAROTO, et al., 2008).

O uso indiscriminado de herbicidas quimicos, principalmente o glyphosate aumentou
substancialmente a pressdo de selecdo, resultando na selecdo de populacdes de buva
resistentes (SANTOS et al.,, 2014). Torna-se essencial a busca por meios alternativos de
controle, como o controle bioldégico que ¢ uma excelente opg¢do ao uso de herbicidas
quimicos.

O controle biologico compreende na utilizagdo de organismos vivos que atuam na
supressdo ou estabilizagdo de uma ou mais espécies nocivas de plantas, animais ou
microrganismos abaixo dos niveis de dano econdémico ou ambiental (VIEIRA et al., 2018).
Consiste no uso deliberado de inimigos naturais para reduzir a populagdo de uma planta
daninha alvo, dividindo-se em duas abordagens principais. A classica ou inoculativa que
envolve aimportagdo ou liberagdo de um ou mais inimigos naturais que atacam e regulam a
popula¢do da planta daninha alvo. E a abordagem inundativa ou biohercidaque consiste na
utilizagdo de principalmente fungos endémicos, j& associados a planta daninha alvo e que sdo
aplicados massalmente nas culturas agricolas, de forma semelhante a um herbicida quimico
(WATSON, 1991).

Um caso de sucesso no controle bioldgico classico ¢ da planta daninha Miconia
calvescens, por meio do fungo Colletotrichum gloeosporioides f. sp. miconiae, agente causal

da antracnose, que reduz o crescimento da planta daninha e seu vigor (MACEDO et al., 2016).
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Outro exemplo de sucesso foi o controle de Acaciasaligna uma planta daninha de grande
importancia regido floristica de Cape Fynbos, na Africa do Sul. O fungo da ferrugem
Uromycladium tepperianum introduzido na Africa do Sul pela Austrilia causa extensa
formagdo de galhas em galhos, e quando fortemente infectados acaba levando a morte da
arvore (CHARUDATTAN; DINOOR, 2000).

Desde a década de 1980, os bioherbicidas vém sendo desenvolvidos, registrados e
comercializados (VIEIRA et al., 2018). Atualmente existem poucos produtos bioherbicidas
disponiveis no mercado para controle de plantas daninhas, sendo que, no presente momento
encontram-se apenas treze disponiveis (CORDEAU, STEPHANE et al., 2016). No mercado,
temos o bioherbicida Collego® a base de Colletotrichum gloeosporioidesf. sp. aeschynomene,
produzido nos EUA e registrado para controle Aeschynomene virginica (L.),
(CHARUDATTAN; DINOOR, 2000). Outro exemplo de bioherbicida possui como principio
ativo do produto Smolder®, o fungo Alternaria destruens (L.) Simmons, que controla varias
espécies de Cuscuta sp. que infestam diferentes culturas, como alfafa, cenoura, amora,
pimentdo, tomate, berinjela, centiurea e plantas ornamentais lenhosas. (CORDEAU,
STEPHANE et al., 2016).

Desta forma, torna-se necessario a realizagdo de trabalhos em busca de estratégias
alternativas para o controle de plantas daninhas, sendo o controle bioldgico inundativo ou o
desenvolvimento de bioherbicidas uma opg¢ao particularmente atraente.

Justifica-se a realizagdo deste trabalho, escassez de alternativas para o controle de
Conyza bonariensis ¢ Conyza canadensis por meio do controle biologico utilizando-se de
fungos fitopatogénicos. Pois as espécies do estudo tém grande importancia para a economia

no agronegadcio brasileiro.

2. OBJETIVO

Avaliar o potencial de quatro isolados de Phoma conyzaphthora para o controle das

espécies de buva (Conyza bonariensis e Conyza canadensis) em pré emergéncia.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Nos utimos anos o setor agricola vem crescendo cada vez mais e apresentando um
incremento cada vez maior nos indices de produtividade. O saldo da balanga agricola no
Brasil elevou-se substancialmente entres os anos de 1990 e 2017, sendo que no ano de 2018 o
valor do saldo agricola foi quase dez vezes maior, impulsionando U$ 81,7 bilhdes
(EMBRAPA, 2018).

O desenvolvimento no setor agricola se deve a vdarios fatores, entre eles os altos
investimentos tecnologicos, que possibilitam elevar os indices de produtividade. No entanto,
alguns fatores interferem negativamente na produtividade, dentre estes, as plantas daninhas
que causam muitos prejuizos as culturas agricolas (DA SILVA, 2012).

No Brasil houve um grande aumento no consumo de produtos quimicos para o
controle de plantas daninhas nos Gtimos anos. Entre os anos de 1991 a 2015, o Brasil esteve
entre os paises que mais utilizavam agrotoxicos, sendo que no comego de 2019, existiam
cerca de 13.300 registros de agrotoxicos no pais (DE MORAES, 2019). Os principais
prejuizos relacionados as plantas daninhas estdo associados aos efeitos ocasionados pela
competi¢do por agua, luz e nutrientes minerais, produgdo de compostos alelopaticos e o fato
de algumas plantas daninhas serem hospedeiras de pragas e patdégenos (DA SILVA, 2012).

A buva (C. bonariensis ) ¢ uma planta bem agressiva, apresenta uma boa dispersao,
uma grande produ¢ao de sementes, caracterizada como uma planta anual. No Rio Grande do
Sul, a buva atua como importante planta daninha infestando lavouras de trigo, soja ¢ milho
(VARGAS, 2007). Na regiao nordeste da Australia, em 2004 a buva era considerada umas das
plantas daninhas de mais dificil controle (WALKER et al., 2004). A espécie Conyza
canadensis € nativa da América, ¢ € uma espécie que comporta como anual ou bienal e ¢
muito prolifica, podendo produzir até¢ 200.000 sementes viaveis por planta (LAZAROTO et
al., 2008).

As espécies Conyza bonariensis ¢ Conyza canadensis sao plantas daninhas com
resisténcia ao glyphosate mais disseminadas, sendo C. bonariensis a primeira planta daninha
dicotiledonea com resisténcia relatada na soja nos Estados Unidos (GESSEL, 2001, apud,
PIASECKI, 2020), sendo essa resisténcia relatada pela primeira vez no ano 2003 (VARGAS,
2007).

A resisténcia encontrada em bidtipos de buva tornou-se ineficiente o uso de glyphosate
para seu controle. Alguns autores sugerem que se deve a possibilidade de existir isdmeros da

enzima 5-enol-piruvil shiquimato fosfato sintase (EPSPS) que promovem menor afinidade
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com a molécula do glyphosate (LAZAROTO, et al. 2008). A evolugdo das plantas ao adquirir
resisténcia aos herbicidas dificulta bastante o controle, gerando perdas e mais custos e busca
por herbicidas alternativos para o controle (VIEIRA et al., 2018).

O manejo de plantas daninhas ¢ um componente importante em muitos
agroecossistemas (DA SILVA, 2012), sendo importante seu controle para evitar perdas e
prejuizos. Em situacdes de extremas infestagdes de C. canadensis as perdas de produgdo nas
lavouras de soja cultivada em semeadura direta podem chegar a 83% (Bruce & Kells, 1990).

O controle biolégico consiste na redu¢do de plantas daninhas pela acdo de inimigos
naturais, tais como fungos, bactérias, insetos dentre outros. Trata-se de uma alternativa para
superar alguns problemas dos herbicidas quimicos. Como exemplo, o uso do fungo
fitopatogénico Puccinia chondrillina, uma ferrugem que apresentou sucesso no controle
classico da planta daninha Chondrilla juncea na Australia (KLAIC et al., 2015).

O controle biologico apresenta duas abordagens principais para o uso de fitopatdogenos
como agentes de controle de plantas daninhas, o método classico, ou inoculativo, € o método
inundativo. O método de controle bioldgico classico ou inoculativo envolve a importacao de
um ou mais inimigos naturais da regido do centro de origem da planta daninha, onde apos a
introducao deste inimigo natural se espera que este se estabeleca, se autoperpetue, se
dispersando e promovendo o controle da planta-alvo ao longo do tempo (ADEGAS,et al.,
2022). E o método de controle inundativo envolve o uso de fungos fitopatogénicos endémicos,
ja associados a planta-alvo (VIEIRA et al., 2018).

Phoma sp. vem sendo investigado como um potencial bioherbicida de plantas
daninhas, causando retardo no crescimento de brotos e raizes, bem como fotobranqueamento
severo da folhagem, seguido posteriormente por senescéncia (BAILEY et al.,, 2011).
Trabalhos mostram bons resultados usando este fungo como agente de biocontrole. Bailey et
al. (2011) verificaram a eficiéncia de Phoma macrostoma ao avaliar noventa e quatro espécies
agricolas, horticolas de importancia econdmica e plantas daninhas alvo e ndo alvo. Trinta e
oito espécies de doze familias demonstraram serem suscetivel ao fungo e cinquenta e sete
espécies de oito familias apresentaram resisténcia a esse patdgeno. Quanto as plantas
daninhas, vinte e uma das trinta e nove espécies avaliadas foram consideradas suscetiveis a P.
macrostoma.

O fungo Phoma conyzaphthora foi descrito e proposto como uma nova espécie de
Phoma. Seu nome ¢ uma combinagdo do nome do género do fungo hospedeiro com a palavra
grega “phthora” que significa destruidor, pois causa lesdes em hastes vivas que consiste em

extensa necrose levando a morte do hospedeiro (DUARTE et al., 2016).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorios de Microbiologia e Fitopatologia
(LAMIF) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), campus Monte Carmelo-MG e no
Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vigosa, Vicosa-MG. Para os
experimentos foram utilizados isolados promissores de Phoma conyzaphthora (COAD 1066B,
COAD 2380C, COAD 2383A ¢ COAD2383C) que estavam depositados na “Cole¢do Octavio
Almeida Drummond” na Universidade Federal de Vigosa. As sementes de Conyza
bonariensis e Conyza canadensis foram fornecidas pela empresa Agro Cosmos®. O

delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC).

1. Microbiolizacio de sementes com fragmentos de micélio dos isolados de Phoma
conyzaphthora in vitro

Os 1solados COAD 1066B, COAD 2380C, COAD 2383A ¢ COAD2383C foram
repicados separadamente para placas de Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose agar
(BDA), onde foram incubados durante sete dias a 25 °C, com fotoperiodo de 12h em BOD
(Demanda bioldgica de oxigénio). Posteriormente, foram preparadas suspensdes com
fragmentos de micélio dos isolados, com agua destilada esterilizada com Tween 80 (0,05%).
As suspensdes foram filtradas e posteriormente foram realizadas as contagens de fragmentos
de micélio em camara de Neubauer. Todas as suspensdes de fragmentos do micélio dos quatro
isolados tiveram a concentragdo final de 1 x 10° fragmentos/mL.

Em uma camara de fluxo laminar foi realizada a desinfestagao das sementes de Conyza
bonariensis em solucdo de hipoclorito de s6dio a 1% por 3 minutos. Posteriormente as
sementes transferidas para papel filtro esterilizado por 20 minutos para secar. Em seguida as
sementes foram imersas, separadamente, nas suspensoes contendo fragmentos de micélio, na
concentragdo 1 x 10° fragmentos/mL e levadas ao agitador mecanico a 150 rpm por 30
minutos. Para a testemunha foi utilizado somente dgua esterilizada com Tween 80% (0,05%).
Logo apos, as sementes que foram imersas nas suspensdes foram transferidas para placas de
Petri contendo o meio de cultuta 4gar-dgua (AA). Foram depositadas 10 por¢des de sementes
(cada por¢ao contendo aproximadamente 20 sementes) de Conyza bonariensis por placa de
Petri. Cada placa de Petri contendo as sementes representava uma repeti¢ao. Foram realizadas
5 repeticdes para cada tratamento, sendo considerado cada isolado como um tratamento.
Posteriormente as placas de Petri foram levadas a BOD (Demanda bioldgica de oxigénio) e
incubadas por 17 dias sob fotoperiodo de 12h de luz a 25° C. Para atestemunha foi usado

apenas agua estéril + Tween 80 (0,05%). A avaliagdo foi realizada apds dezessete dias, onde
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foi observada a emergéncia de plantulas em cada placa de Petri e posteriormente foi realizado

o célculo da porcentagem de inibi¢do da germinagdo das sementes.

2. Teste de inibicio da germinacio em pré- emergenciain vitro — Ensaio UFV

Simultaneamente, no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Vigosa (MG), foi realizado um teste de inibi¢do da germinagdo em pré- emergéncia in vitro
em placas de Petri contendo meio de cultura agar-agua (AA). O isolado COAD 1066B foi
recuperado do glicerol em placas de Petri contendo meio BDA e levados a BOD sob
fotoperiodo de 12h de luz a 25° C por 7 dias. Realizou-se raspagem das placas utilizando 5 a 7
mL 4gua autoclavada e transferido assepticamente para erlenmeyers de 1000 mL contendo
500 mL de meio BD (meio BDA sem adigao de agar). Os erlenmeyers foram colocados em
agitador orbital a 150 rpm por sete dias em temperatura ambiente. ApoOs esse periodo,
realizou-se uma filtragdo a vacuo até que ndo se observasse nenhum escorrimento do meio
liquido para o interior do Kitassato. O micélio retido no papel de filtro foi utilizado para
preparar a suspensao do fungo, onde foi batido no liquidificador, com relagcdo massa/ volume
conhecida usando solugao de Tween 80 0,05 % v/v.

Foram utilizadas 15 sementes de C. canadensis por placa de Petri e 7 repeti¢cdes por
tratamento. Realizou-se inicialmente a desinfestacao superficial das sementes com hipoclorito
de sodio a 1%, por 2 minutos, em seguida as sementes foram secas em papel filtro esterilizado
por 10 muinutos. Com o auxilio de um borrifador manual fez-se a aplicagao da suspensao até
o completo molhamento superficial, aguardou-se 10 minutos e foi realizada a transferéncia
das sementes para as placas de Petri contendo meio AA. Em seguida as placas de Petri foram
levadas a BOD sob fotoperiodo de 12h de luz a 25° C por 7 dias. As avaliacdes foram
realizadas ao 7°, 14°, 21° e 28° dias ap6s montagem do experimento, realizando a contagem
do nimero de plantulas emergidas. Os tratamentos consistiram em tratamento controle,
tratamento com solugdo de Tween 80% 0,05% v/v, glyphosate dose de 7,3 mL/ L, filtrado de
cultura do isolado COAD 1066B e o fungo COAD 1066B nas porcentagens de concentragao
de 1%, 2.5%, 5%,7.5% e 10% m/v.

3. Aplicacio de suspensido de fragmentos miceliais de Phoma conyzaphthora via solo

Foram repicados, separadamente, os quatro isolados de P. conyzaphthora para placas
de Petri contendo o meio de cultura (BDA). As placas de Petri foram incubadas em BOD por
7 dias sob fotoperiodo de 12h de luz a 25° C para colonizagdo completa das placas de Petri.

Para producdodo indculo, discos de micélio da margem do crescimento fingico de cada
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isolado foi adicionado separadamente e identificados em erlemeyers contendo o meio de
cultura liquido BD (batata dextrose). Os erlemeyers contendo meio BD e fragmentos dos
isolados fingicos foram levados ao agitador orbital (shaker) a 150 rpm por sete dias. Apds o
periodo de sete dias houve o crescimento e a formagdo da biomassa micelial,
consequentemente peneirou-se a biomassa em peneira de malha fina e a biomassa obtida foi
transferida para o funil (suporte) para realizar a filtragem utilizando a bomba de vacuo com
kitassato, utilizando um filtro de papel de filtragem mais rapida. A biomassa foi transferida
sobre papel filtro esterilizado por 10 minutos a fim de retirar a umidade. Subsequentemente,
foi pesado 10 g do material fresco e homogeneizado com 100 mL 4gua estéril + Tween 80
(0,05%).

Realizou-se a desinfestacdo das sementes de Conyza bonariensis € Conyza canadensis
em solugdo de hipoclorito de sédio a 1% por 3 min. Apds secarem, foram semeadas 10
sementes superficialmente em vasos de 100 mL contendo uma mistura de substrato estéril,
solo tipo latossolo vermelho e areia em uma propor¢ao de 1:2:2. Apos o semeio das sementes
de buva, foram realizadas, separadamente, as pulverizacdes das suspensdes de fragmentos de
micélio dos quatro isolados de Phoma conyzaphthora. Foram pulverizados 7 mL de suspensao
micelial de cada isolado/vaso. Para as testemunhas foram utilizados apenas agua estéril +
Tween 80 (0,05%). Apds a aplicagdo das suspensdes fez se uma camara imida, onde foram
colocados sacos plasticos sobre os vasos por 48 horas. Apos esse periodo, com a retirada das
camaras umida os vasos foram irrigados com agua uma vez por dia para evitar ressecamento.
A avaliagao foi realizada aos 14 °, 21°, 28° e 35° dias apds o semeio, onde foi contabilizado o
numero de plantulas germinadas por vaso. Foram realizadas 7 repetigdes para cada

tratamento.

4. Aplicacdo de suspensio de Phoma conyzaphthora utilizando o arroz colonizado
como substrato

Concomitantemente ao experimento anterior, foi conduzido um ensaio semelhante, em
DIC com 5 repeti¢des para cada tratamento. Os isolados fungicos foram mantidos em placa de
Petri contendo o meio de cultura BDA a 25° C por 7 dias. Em seguida 5 discos de micélio dos
quatro isolados foram transferidos, separadamente, para erlenmeyers contendo arroz
parboilizado previamente autoclavado (10 mL de dgua por 10g de arroz) e levados a BOD sob
fotoperiodo de 12h de luz a 25° C por 7 dias. Apds o crescimento e a formagdo da biomassa
micelial, foi pesado 50g de arroz colonizado de cada um dos isolados, e em seguida triturou-se

no liquidificador juntamente com 50 mL de 4gua estéril + Tween 80 (0,05%). A biomassa
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obtida foi filtrada. Posteriormenteas suspensdes foram colocadas em borrifadores manuais e
pulverizou-se aproximadamente 7 mL/ vaso.

Realizou-se a desinfestacdo das sementes em solucdo de hipoclorito de s6dio a 1% por
3 minutos. Semeou-se 10 sementes de Conyza bonariensis e Conyza canadensis,
separadamente, em vasos de 100 mL contendo uma mistura de substrato estéril e solo. Para a
testemunha foi utilizado apenas agua estéril + Tween 80 (0,05%). O Tween 80 (0,05%) foi
utilizado em todos os tratamentos como adjuvante. Apds a aplicacdo das suspensdes fez se
uma camara umida, por 48 horas. Avaliou-se a emergéncia de plantulas em cada vaso,
contabilizando o nimero de plantulas germinadas e analisando a presenca e desenvolvimento

de cada isolado fingico ao 14°, 21° e 28° dias apos semeio.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Microbiolizacio de sementes com fragmentos de micélio dos isolados de Phoma
conyzaphthora in vitro

No ensaio in vitro de microbiolizacdo de sementes foi observado a colonizagdao de
sementes por P. conyzaphthora com a formagao de picnidios e conidios do fungo proximos as
sementes ndo germinadas. O isolado COAD 1066B resultou em 92,45% de inibi¢do da
germinacao de sementes de Conyza bonariensis, se destacando entre os isolados. Os demais
isolados apresentaram as seguintes porcentagens de inibigdo, COAD 2383C 83,02%, COAD
2383A 5,66%, COAD 2380C 79,24%.

As sementes de C. canadensis apresentaram um baixo vigor germinativo € para oS
demais testes se adquiriu novas sementes. Portanto essa espécie ndo foi considerada nesse

ensaio.
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Figura 1 — Numero de sementes de C. bonariensis germinadas apds a microbiolizacao
com fragmentos de micélio dos isolados de Phoma conyzaphthora ao 17° dia. Intervalo de

confianga de 95% para as médias.
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TEST: testemunha,CC: Conyzacanadensis e CB: Conyzabonariensis.

5.2 Teste de inibicio da germinacio em pré - emergéncia in vitro — Ensaio UFV

Para o teste de germinagao de sementes em pré-emergécia in vitro, o tratamento com o
herbicida glyphosate apresentou maior porcentagem de germinagdo das sementes de buva.

Os tratamentos utilizando o isolado COAD 1066B nas concentracdes de 2,5% m/v,
COAD 1066B 5% m/v, COAD 1066B 7,5% m/v, COAD 1066B e 10% m/v apresentaram
maior inibicdo de germinacdo de plantulas de buva, chegando aos 28° dia com 100% de
inibi¢do, bem como o tratamento filtrado de cultura do COAD 1066B, que apresentou 96% de
inibicao de germinagao ao 28° dia. (Figura 2).

A solugdo de Tween 80% (0,05% v/v) ndo influenciou na germinacao das sementes de
buva. O Tween 80% 0,05% foi utilizado como adjuvante base para os tratamentos para
aumentar o espalhamento do fungo. No trabalho de Todero et al. (2018), o uso de adjuvantes
potencilizou o efeito bioherbicida, reduzindo até 39% da tensdo superficial em comparagao
com a agua e 54% com filtrado de cultura, resultando em uma melhor distribui¢do do in6culo

nas superficies das plantas.
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Figura 2- Porcentagem de inibi¢do da germinag¢do das sementes de buva (Conyza

canadensis) in vitro — Ensaio UFV
E7m14m2] m28
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80% 1066B
0,05% v/v
Tratamentos

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey para um nivel

de significancia de 5%. Avaliagdes realizadas aos 7, 14, 21 e 28 dias apods semeio.

5.3 Aplicacio de suspensiao de fragmentos miceliais de Phoma conyzaphthora via solo

Para os testes de inibicdo de germinacdo de sementes com uso de suspensdo de micélio de
Phoma conyzapthora via solo, ao 7° dia ap6s o semeio ndo haviam germinagdes de plantulas e
ao 14° dia as germinacdes eram baixas mesmo para os tratamentos testemunhas (Figura 3).
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as médias dos isolados em relagdo as
testemunhas quanto a inibi¢do da germinagao das sementes de buva ao 35° dia, pelo teste de

Tukey para um nivel de significancia de 5%.
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Figura 3 - Porcentagem de inibicdo da germinagdo de sementes de buva (Conyza
bonariensise Conyza canadensis) com aplicacdo de suspensdo de fragmentos miceliais de
Phoma conyzaphthora via solo
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey para um nivel
de significancia de 5%. CC: Conyza canadensis e CB: Conyza bonariensis. Avaliagdes

realizadas aos 14, 21, 28 e 35 dias apds semeio.

Foi observada uma baixa porcentagem de germinagdo das sementes das duas espécies
de buva, mesmo na testemunha, isto em decorrencia das questdes climaticas ja que a buva ¢
uma planta daninha que apresenta germinac¢ao reduzida em temperaturas de 15, 35 e 40° C.
Um estudo realizado na Australia demonstrou que a temperatura 6tima para germinagdo de
sementes de C. bonariensis, ¢ 20°C (ROLLIN & TAN, 2006).

A regido de Monte Carmelo apresentou temperaturas minimas de 16,9° C a 9,5° C no
més de maio, com temperatura média de 18,1° C no periodo onde foram realizado os

experimento. Fonte: Estagio Metereologica (SISMET COOXUPE).

5.4  Aplicacio de suspensio de Phoma conyzaphthora utilizando o arroz colonizado
como substrato

Para os testes realiados com a aplicagdo de suspensdo de Phoma conyzaphthora
utilizando arroz colonizado, ao realizar a avaliacdo ao 7° dia apds semeio notou-se que as
sementes ndo haviam germinado entdo a primeira avaliacdo foi realizada ao 14° dia apds
semeio. Ao 14° dia apds o semeio, o tratamento que mais se destacou quanto a inibicao da

germinacdo das sementes de buva foi o isolado COAD 1066B, apresentando 88% de inibicao
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das sementes (Figura 4). Este isolado aos 21° e 28° dias apresentou resultados préximos aos
apresentados pelos isolados COAD 2380C e COAD 2383C para Conyza bonariensis.

O isolado COAD 2383A foi o que apresentou menor inibi¢cdo de germinagdo para Conyza
bonariensis. Nao houve diferenga estatisticamentesignificativa entre as médias dos demais
isolados em relacdo as testemunhas quanto a inibi¢do da germinagdo das sementes de buva ao

28° dia apos semeio, pelo teste de Tukey para um nivel de significancia de 5%.

Figura 4 - Porcentagem de inibicdo da germinagdo de sementes de buva (Conyza

bonariensise Conyza canadensis) com suspensao obtida em arroz colonizado
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey para um nivel
de significancia de 5%. CC: Conyza canadensis e CB: Conyza bonariensis.Avaliagdes

realizadas aos 14, 21 e 28 dias apods semeio.

6. CONCLUSAO

Ensaio UFV - os tratamentos do fungo COAD 1066B nas porcentagens de
concentracao de 2,5%, 5%, 7,5% e 10% m/v, foram os tratamentos que apresentaram maior
inibi¢do de germinacdo das sementes de buva, chegando aos 28° dia com 100% de inibi¢do. O
tratamento filtrado do isolado COAD 1066B apresentou 96% de inibicdo ao 28° dia. O
tratamento COAD 1066B 2.5% foi melhor para inibi¢do da germina¢do de sementes de C.
canadensis.

O tratamento COAD 1066B com fragmentos de micélio na concentragdo 1x10°

framentos/mL foi o melhor tratamento para inibir a germinacdode C. bonariensis.
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O isolado COAD 1066B possui potencial para ser utilizado como agente de controle
bioldgico nas espécies C. bonariensis e C. canadensis.

Novos ensaios devem ser conduzidos em condigdes Otimas para a germinacdo das
sementes das espécies de buva, para corroborar o efeito inibitorio de Phoma

conyzaphthorasobre as sementes dessas espécies observado in vitro.
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