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RESUMO

O capim amargoso (Digitaria insularis) ¢ uma planta daninha que possui caracteristica
de rapida reprodugdo por sementes e rizomas, ¢ uma espécie perene € que tem origem em
regides tropicais e subtropicais da América. O capim amargoso causa prejuizos a cultivos
agricolas de cerais, cultivos perenes e pastagens, uma vez que ¢ toxico para os animais. Devido
a essas caracteristicas sdo realizadas varias aplicagdes com herbicidas quimicos, com o intuito
de controla-lo durante os cultivos, uma vez que sua competicdo com as culturas pode causar
decréscimos de produtividade, problemas de interferéncia em colheita e reducao da qualidade
final do produto colhido. Mas o uso frequente de herbicidas quimicos de maneira incorreta,
como doses e frequéncias fora do recomendado, uso de produtos com o mesmo mecanismo de
acdo e baixa eficiéncia de controle, ocasionaram o surgimento de bidtipos de plantas de capim
amargoso com resisténcia multipla, ou seja, resistente a mais de um mecanismo de agdo:
inibidor da EPSPS e inibidor da ACCase. Entdo, temos o capim amargoso apresentando grandes
problemas para os produtores, uma vez que ¢ uma planta que necessita de controle e o controle
quimico usado antes ja ndo tem tanta eficiéncia. Diante disto, o controle bioldgico se apresenta
como uma possibilidade atraente para o manejo dessa espécie. Entdo este trabalho teve como
objetivo avaliar a especificidade de isolados fingicos, patogénicos ao capim amargoso, a
diversas culturas agronomicamente importantes, visando mostrar possiveis isolados com
potencial para se tornar um bioherbicida. Os isolados fungicos avaliados fazem parte de uma
colecao de 96 1solados fungicos patogénicos ao capim amargoso, onde serdo testados os nove
isolados mais agressivos. Os isolados utilizados no teste de especificidade sdo do género:
Didymella sp. (KDI07, KDI0O8, KDI0O17, KDI042), e das espécies fungicas, Exserohilum
rostratum (KDI0106) e Bipolaris gossypina (KDI0125, KDI0203, KDI0204). A metodologia
consistiu em inocular discos de micélio dos isolados fingicos apds o crescimento deles em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA variando esse tempo de 7 a 15 dias de
crescimento (BOD a 25°C) devido cada isolado apresentar uma caracteristica quanto ao tempo
de crescimento, em plantas recém-emergidas previamente semeadas em copos com solo
autoclavado. As plantas inoculadas foram colocadas em camara imida por 48 horas e em
seguida, foram feitas avaliagdes com 7 e 14 dias ap6s as inoculagdes. A avaliagdo consistiu na
observagao de sintomas causados pelos isolados (incidéncia) e, depois, foi feito o isolamento

indireto para a confirmacao da patogenicidade. O teste de especificidade foi conduzido com 3



repeti¢des por espécie, onde cada repeticdo consistiu em uma planta/copo. Neste trabalho pode
ser observado que alguns isolados do género Didymella sp. (KDIO17, KDI036 ¢ KDI042) foram
mais especificos, mostrando um potencial para uso como um bioherbicida a base de fungos para
manejo da Digitaria insularis. Porém, se tem a necessidade de se realizar mais estudos quanto
a especificidade destes isolados antes de se ter um produto comercial & base de um destes

fungos.
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1 INTRODUCAO

O capim amargoso (Digitaria insularis) ¢ uma espécie de planta daninha perene que tem
sua origem nas regides tropicais e subtropicais das Américas, com relatos de problemas em
areas de pastagens, cultivos perenes e anuais, além de beiras de estrada e terrenos abandonados
(Machado et al., 2008). Em cultivos de cereais, como soja, milho, ¢ um grande problema pois
formam-se touceiras e se reproduzem rapidamente no verao, assim se propagando rapidamente
(Lorenzi, 2000).

E uma espécie de planta daninha que se propaga tanto por sementes quanto por rizomas,
uma vez que as sementes sdo revestidas por pelos, onde elas podem ser transportadas por longas
distancias, além de apresentarem boa germinagdo, sendo uma preocupagdo para agricultores
quanto a sua infestacdo (Kismann; Groth, 1997). Devido a essas caracteristicas o capim
amargoso torna-se uma planta daninha alvo de aplicac¢des de herbicidas quimicos, com o intuito
de controlé-las e evitar perdas de produtividade por competi¢do nos cultivos agricolas, como
observado no cultivo de soja, onde pode chegar a 44% de perdas no rendimento se tivermos 4
a 8 plantas de capim amargoso/m? (Gazziero, 2012). E, além da competicdo natural destas
plantas que causam perdas de produtividade significativas e que geram a necessidade de
manejo, temos outros motivos como, a interferéncia na colheita gerando baixa qualidade de
produto colhido, somando as preocupagdes quanto aos prejuizos de uma infestagdo de capim
amargoso na area que contribui para a grande necessidade de aplicacdoes com herbicidas
quimicos (Barreto, 2009).

Ademais, o uso frequente de produtos com o mesmo mecanismo de a¢do, a grande
intensidade no uso dos herbicidas em sucessivas aplicacdes desnecessdrias, as incorretas
aplicagoes referentes a doses fora do recomendado e eficiéncia de baixo controle, sdo fatores
que influenciam no surgimento de plantas daninhas resistentes (Christoffoleti et al., 1994).
Como ¢ o caso do capim amargoso que apresentou relatos de resisténcia multipla a herbicidas
quimicos, ou seja, resistente a mais de um mecanismo de a¢do inibicdo da Acetil CoA
Carboxilase (ACCase) e inibidor da enzima 5-enol-piruvil-shiquimato-3-fosfato sintase
(EPSPS) (Heap, 2023).

Os primeiros relatos de resisténcia do capim amargoso ao herbicida glyphosate (inibidor
da EPSPS) foram no Paraguai em 2006, sendo o herbicida mais aplicado no mundo, devido ao

seu amplo espectro de agdo e cultivares com a tecnologia RR (Roundup Ready®). Mais



recentemente foi relatado outro caso de resisténcia, em 2016 no Mato Grosso aos herbicidas
fenoxaprop e haloxyfop em lavouras de soja (HEAP, 2023). Desta forma, sendo buscado
alternativas de manejo uma vez que esse complexo de resisténcia pode aumentar e a
possibilidade de estudo de um produto comercial para o controle bioldgico a base de fungos
fitopatogénicos.

O controle bioldgico ¢ uma das vertentes no manejo de doengas na agricultura e que
vem tomando seus espagos junto aos produtos quimicos, pois os estudos sobre a utilizagao do
controle biologico em plantas daninhas vém crescendo. Uma vez que varios fatores
contribuiram para a ascensao do controle bioldgico, como a resisténcia das plantas daninhas a
diversos herbicidas, sendo que muitas plantas ja possuem resisténcia multipla; as legislagdes
para registro e o licenciamento de um produto quimico, uma vez que as moléculas quimicas
destes produtos devem passar por uma série de regras de registro cada vez mais crescente que
dificulta o registro de um produto quimico novo no mercado; a falta de novas moléculas
quimicas; e além disso, o alto custo de pesquisa e producdo que uma empresta tem para se ter
um novo produto quimico no mercado, contribuindo assim para a pesquisa de fungos com
potencial de ser um produto bioldgico para o controle de plantas daninhas (Vieira; Barreto;
Nechet, 2018).

O conceito de controle biologico pode ser dividido em dois tipos, sendo eles 0 método
classico (inoculativo) e o método inundativo (bio-herbicida). Estes dois métodos se diferenciam
onde o método cléssico consiste na utilizagdo de um inimigo natural para o controle da planta
alvo, do centro de origem desta relacdo de patogeno-hospedeiro hé area que a planta daninha ¢é
um problema, e depois da liberacdo do inimigo natural ndo hd mais a intervencdo do homem.
Ja o método inundativo, também conhecido como método mico-herbicida, é feito um estudo e
levantamento de fitopatdgenos, geralmente fungos associados a planta alvo. Sdo realizados
estudos sobre a viabilidade de ser produzido um produto em grande quantidade, formulado para
ser aplicado como um herbicida quimico ¢ aplicado (Barreto, 2009).

Para a elabora¢do de um produto bioldgico, pelo método inundativo, para controle de
plantas daninhas devem ser feitas varias etapas. Comegando pela escolha da planta alvo, onde
sdo realizados varios estudos na literatura sobre a planta e seus inimigos naturais, em busca de
viabilizar a possibilidade de pesquisa e buscar financiamento para estudo, uma vez que o intuito
deste produto ¢ ser produzido industrialmente e comercializado. Tendo entdo feitos os
levantamentos necessarios, ¢ feito as coletas visando fazer uma prospeccdo de fungos
fitopatogénicos para avaliar o potencial destes fungos como mico-herbicida, preferencialmente

fungos que sdo passiveis de cultivos “in vitro” e identificar para que seja feita a avaliacdo de



agressividade e selecione os mais agressivos Apds selecionar os fungos mais promissores,
precisamos avaliar a especificidade destes fungos em relagdo a culturas com importancia
agricola, uma vez que eles vao ser aplicados em areas de cultivo. E de suma importancia avaliar
a especificidade dos fungos com potencial para serem utilizados como micoherbicidas, visando
determinar os riscos para as culturas e outras culturas que possam ser afetadas pela aplica¢ao
de um possivel mico herbicida. E, etapas de estudos que visam entender as condi¢des ideias
para o isolado fungico se desenvolver e ser produzido em grande escala; a sua compatibilidade
com outros produtos fitossanitarios frequentemente usados; e, etapas finais para a confirmagao
de eficiéncia do produto para enfim se licenciar e registrar o produto para comercializagdo

(Barreto, 2009).

2 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a especificidade de isolados flngicos,
patogénicos ao capim amargoso, a diversas culturas agronomicamente importantes a fim de

observar o potencial deles como possivel mico-herbicida.

3 MATERIAL E METODOS

Origem dos isolados fungicos

Os nove isolados fungicos que foram testados neste trabalho, sdo os mais promissores,
selecionados a partir de uma prospeccao de fungos fitopatogénicos a capim amargoso, onde
foram obtidos 96 isolados patogénicos a Digitaria insularis.

Os isolados foram obtidos de amostras de plantas de capim amargoso com lesdes
necroticas coletadas nos estados de Goias, Minas Gerais ¢ Sao Paulo. Os isolados foram
preservados em tubos criogé€nicos com agua destilada e glicerol a 10% e mantidos no
ultrafreezer a — 80 °C. Estudos anteriores selecionaram nove isolados como sendo os mais
agressivos para capim amargoso (Garcia, 2024).

Dentre os isolados mais agressivos esses sdo pertencentes ao género Didymella sp.
(KDI0O7, KDIOS, KDIO17, KSI036, KDI042), e as duas espécies fungicas Exserohilum
rostratum (KDI0106) e Bipolaris gossypina (KDI0125, KDI0203, KDI10204).
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Recuperacio dos isolados

Os isolados foram recuperados a partir da preservagdo dos isolados em tubos
criogénicos que se encontravam armazenados em Ultrafreezer. Cada isolado foi repicado para
placas de Petri contendo o meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e incubados em BOD a
25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Posteriormente para os experimentos, os isolados foram
repicados novamente para outras placas de Petri contendo BDA e foram incubados na BOD nas

mesmas condi¢oes acima durante 7 a 14 dias de cultivo.

Preparo das plantas

Cada cultura utilizada no estudo foi semeada em copos de plastico com volume de 250
mL com solo autoclavado (solo + esterco+ areia na propor¢ao 1:1:1). Em cada copo foi
semeado 5 sementes de cada cultura (Tabela 1) e depois foi realizado o desbaste para que cada
copo tivesse uma planta. Para cada cultura foram preparados trés copos com uma planta em
cada copo, sendo considerada uma repeti¢cao: um copo com uma planta. Foram realizadas as
inoculagdes quando as plantas possuiam as 4 a 5 folhas, estas as plantas variavam em tempo de
crescimento, uma vez que cada espécie apresenta uma caracteristica referente a taxa de
crescimento em fung¢do dos dias apos a semeadura. As espécies de plantas foram escolhidas em
cima de alguns critérios para o teste de especificidade, primeiramente pensando em espécies da
mesma familia da Digitaria insularis (Familia: Poaceae) podendo existir uma relagdo
fitopatologica entre os isolados flingicos patogénicos ao capim amargoso e as espécies da
mesma familia, sendo assim a maioria das espécies testadas da familia das Poaceae, outro
critério usado foi a importancia econdmico no ambito agrondmicos para espécies cultivadas em
grande escala seja da familia das Poaceae ou para espécies de outras familias.

Tabela 1. Espécies de plantas utilizadas no teste de especificidade:

Nome comum  Nome cientifico Nome comum Nome cientifico
Alface Lactuca sativa Milho Zea mays

Algodao Gossypium hirsutum L. Milheto Pennisetum glaucum
Arroz Oryza sativa Soja Glycine max

Aveia Avena sativa Sorgo Sorghum bicolor
Cana de acucar Saccharum officinarum Tomate Solanum lycopersicum
Cenoura Daucus carota Trigo Triticum aestivum
Feijao Phaseolus vulgaris
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Teste de especificidade

As inoculagdes dos isolados fungicos nas plantas da tabela 1 foram feitas quando as
plantas possuiam de 2 a 4 folhas.

As inoculagoes foram realizadas com discos de micélio de 1 cm de didmetro dos nove
isolados cultivados em placas de Petri contendo BDA por 7 dias em BOD a 25°C com
fotoperiodo de 12 horas. Apds a inoculagdo nas plantas, essas foram colocadas em camara
umida (plastico umedecido internamente com agua) por 48 horas, a fim de dar as condi¢des de
umidade e temperatura ideias (umidade relativa alta e temperatura de 25 °C) para o fungo se
desenvolver e se for patogénico causar lesdes nas folhas. Depois da retirada da camara imida,
foi feito avaliagcdes com 7 e 14 dias ap0s as inoculagdes.

Nestas avaliagdes foi avaliado se os isolados provocaram ou nao lesdes nas folhas das
plantas testadas, ou seja, foi avaliado se o isolado foi ou ndo patogénico. Para confirmar a
patogenicidade, foram feitos isolamentos indiretos das lesdes encontradas. O isolamento
indireto consiste em retirar um pequeno fragmento das bordas das lesdes contendo parte do
tecido vivo da planta e uma parte do tecido com lesdo para plaqueamento em BDA, este tecido
antes de ser plaqueado ¢ colocado em alcool 70% por 1 minuto, depois em hipoclorito de sodio
por 3 minutos e ap6s era lavado por duas vezes em agua destilada esterilizada, antes de ser
plaqueado. E apés 5 a 7 dias depois do plaqueamento foi observado possiveis crescimento de
coldnias fungicas nas placas de Petri com BDA. Foram observadas caracteristicas visuais de
crescimento micelial e visualizagdo microscopica de estruturas fingicas nas laminas, para a
confirmagdo das caracteristicas visualizadas no microscopio sdo as mesmas dos isolados

inoculados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacido da especificidade dos isolados flingicos
Pode-se avaliar no presente trabalho que dos nove isolados testados (KDIO7, KDIOS,

KDI017, KDI036, KDI042, KDI0106, KDI0125, KDI0203 ¢ KDI0204) teve trés isolados que
ndo causaram sintomas em nenhuma das espécies testadas (KDIO17, KDI036 e KDI042). Os
outros isolado causaram sintomas em pelo menos uma das espécies de plantas testadas (tabela

2)
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Tabela 2 — Avaliacdo da especificidade dos nove isolados fungicos associados ao capim
amargoso em relagdo as espécies de plantas testadas.

Nome Reagdo de patogenicidade
comum

KDI* KDI* KDI* KDI* KDI* KDIP KDI* KDI* KDI°
07 08 017 036 042 0106 0125 0203 0204

Alface - - - - - - - - -
Algodao - - - - - - + ; )

Arroz - - - - - - - - -

Aveia - + - - - - - - -

Beterraba - - - - - - - - -

Café - - - - - - - - -

Cana de - - - - - + + + -
agucar

Cenoura - - - - - - - - -

Feijdo + - - - - + - - -

Milho ; ] _ ] ] N N N )

Milheto + - - - - + + + +

Soja - - - - - - - - -

Sorgo + - - - - + - - -

Tomate - - - - - - - - -

Trigo - - - - - - - + -

Fonte: O autor (2023).
(a) Isolado de Didymella sp; (b) Isolado de Exserohilum sp; (c) Isolado de Bipolaris sp

(+) Teste de patogenicidade positivo;

(-) Teste de patogenicidade negativo

Foram constatados que os isolados de Didymella sp. (KDIO7, KDIOS, KDI017, KDI036

e KDI042) foram os mais especificos ao capim amargoso quando testados em espécies de
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plantas testadas, sendo o isolado KDI017, KDI036 e o KDI042, os quais ndo causaram sintomas
nas espécies de plantas testadas, como mais promissor dos isolados. Entre os isolados de
Didymella sp., o KDIO7 foi patogénico as plantas de feijdo, milheto e sorgo, e o KDIOS8 foi

patogénico em aveia (Figura 1).

FIGURA 1 — Lesoes foliares causadas pelos isolados do género Didymella sp.) a) lesdo em

folhas de feijao causadas pelo KDIO7. b) lesdao em folhas de milheto causadas pelo KDIO7.

Fonte: O autor

Os isolados de Bipolaris gossypina (KDIO125; KDI0203; KDI0204) foram menos
especificos que os isolados de Didymella sp., ocasionando lesdes em todas as espécies de
plantas inoculadas. O isolado KDI0125 causou doen¢a no algoddo, cana de agucar, milho e
milheto. J& o isolado KDI0203 causou lesdes em algumas espécies de Poaceae, sdo elas milho,
milheto e trigo, enquanto o isolado KDI0204 foi patogénico ao milheto (Figura 2). Entre os
isolados testados tivemos uma reagdo de patogenicidade positiva entre os isolados de B.
gossypina e véarias das espécies de plantas testadas, principalmente nas espécies que fazem parte
da familia das Poaceae. Recentemente no Brasil foi relatado pela primeira vez a presenca de B.
gossypina causando sintomas em milho (Ramos et., 2023). Em plantas de trigo ja se tem relatos
de uma outra espécie do género Bipolaris sorokiana patogénica podendo relacionar com o

resultado obtido da patogenicidade da espécie testada neste trabalho (Franzener et al., 2003).
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FIGURA 2 — Lesdes em foleares causadas pelos isolados da espécie de Bipolaris gossypina. a)

lesdo em algodao causada pelo KDIO125. b) lesdo em milheto causada pelo KDI0203. c) lesdao

em milheto causada pelo KDI204.

Fonte: O autor

Além dos isolados fungicos de Didymella sp. e B. gossypina, temos o isolado KDI0O106
(Exserohilum rostratum) que quando testado nas espécies de plantas foi patogénico,
ocasionando lesdes em feijdo, cana de aglicar, milho, milheto e sorgo (Figura 6). Como pode
ver outro isolado que apresentou uma baixa especificidade foi o isolado da espécie fungica E.
rostratum. Estd espécie de fungo ja foi isolada em folhas de sorgo em um teste sobre a
diversidade de fungos endofiticos (Silva 2016), assim, relacionando com o resultado obtido no
presente teste de especificidade. Também existem relatos de E. rostratum causando sintomas
de mancha foliar em plantas de cana-de-agucar no Ird e em milho causando podriddo de espiga

na China, relatados por Ahmarpour et al. (2013) e por Sun et al. (2022), respectivamente.
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FIGURA 6 — FIGURA 2 — Lesdes em foleares causadas pelo isolado de Exserohilum rostratum.
a) lesdo em feijao causada pelo KDIO106. b) lesdo em milho causada pelo KDI0106. c) lesao

em sorgo causada pelo KDI0106.

Fonte: O autor

Tivemos os isolados de Didymella sp. como os isolados mais especificos. Mas temos
como o isolado mais promissor, o isolado KDI036 (Didymella sp..) que ndo causou doenga em
nenhuma espécie testada, sendo considerado, portanto, um excelente candidato para novas
etapas visando o desenvolvimento de um bioherbicida para D. insularis. Novos estudos estdo
sendo conduzidos visando a identificag¢do dessa espécie de Didymella sp. (isolado KDI036) por
métodos morfologicos e filogenéticos. Nao existem na literatura mundial relatos de espécies
de Didymella sp. como patogeno de D. insularis, o que representara também um ineditismo

cientifico em termos de taxonomia.

5 CONCLUSAO

Neste trabalho pode ser observado que alguns isolados do género Didymella sp.
(KDI017, KDI036 e KDI042) foram os isolados mais especificos, mostrando um potencial para
uso como um bioherbicida a base de fungos para manejo de Digitaria insularis. Porém, se tem
a necessidade de se realizar mais estudos quanto a especificidade destes isolados antes de se ter

um produto comercial a base de um destes fungos.
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