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RESUMO

O género Amaranthus, conhecido como caruru, reine espécies de plantas daninhas amplamente
distribuidas em dareas agricolas brasileiras. Entre elas, 4. palmeri destaca-se pela elevada
resisténcia a herbicidas, dificultando seu controle. Diante desse cenario, este estudo teve como
objetivo caracterizar morfologicamente e molecularmente dois isolados fungicos do género
Bipolaris (BA005 e BA055), obtidos de plantas de caruru com sintomas de manchas foliares, e
avaliar seu potencial como agentes de biocontrole. Foram realizados testes de patogenicidade e
agressividade em A. hybridus e A. viridis, em condi¢des de umidade uniforme. Ambos os
isolados causaram lesdes necroticas nas plantas hospedeiras, com maior severidade sob alta
umidade. O isolado BAOO5 apresentou controle de até 95% sobre A. viridis em uma das
repetigdes, variando entre controle moderado (50%) e deficiente (25%) nas demais. Ja o isolado
BAO055 demonstrou desempenho limitado, com controle em torno de 25%. Para 4. hybridus,
ambos os isolados mostraram baixa eficdcia, com supressao entre 10% e 25%. Esses resultados
demonstram que o isolado BA0OS5 possui potencial promissor como agente de biocontrole para
A. viridis, atendendo ao objetivo proposto, enquanto o BA055 requer ajustes metodoldgicos e

formulagdes alternativas para melhorar sua efetividade.

Palavras-chave: Biocontrole.Plantas daninhas.Fitossanidade.



ABSTRACT

Amaranthus is a genus of weed species widely distributed in Brazilian agricultural areas,
commonly known as caruru. Among them, A. palmeri stands out due to its high adaptability
and resistance to herbicides, making its management particularly challenging. In this context,
the present study aimed to perform morphological and molecular characterization of two fungal
isolates from the genus Bipolaris (BA005 and BA0S5S5), collected from caruru plants showing
leaf spot symptoms, and to evaluate their potential as biocontrol agents. Pathogenicity and
aggressiveness tests were conducted on A. hybridus and A. viridis under varying humid
conditions. Both isolates cause necrotic lesions on host plants, with greater severity observed
under high humidity. Isolate BAOOS achieved up to 95% control of A. viridis in one repetition,
ranging from moderate (50%) to poor control (25%) in others. In contrast, isolate BA05S5
showed consistently low performance, with approximately 25% control. For 4. hybridus, both
isolates demonstrated low efficacy, with suppression levels between 10% and 25%. These
findings indicate that isolate BAOOS shows promising potential as a biocontrol agent for 4.
viridis, fulfilling the study’s objective, while BA0S55 requires formulation adjustments and
further experimental approaches to enhance its effectiveness

Keywords: Biological control. Weeds.Plant health.
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1 INTRODUCAO

No mundo, existem cerca de 60 espécies de plantas classificadas botanicamente como
pertencentes ao género Amaranthus (carurus) e aproximadamente 10 destas possuem
importancia como plantas infestantes das lavouras brasileiras (Kissmann & Groth, 1999). Os
carurus estdo presentes em grande parte das areas agricolas do Brasil, destacando-se: A. deflexus
(caruru-rasteiro), A. hybridus (caruru-roxo), A. lividus (caruru-folha-decuia), A. retroflexus
(caruru-gigante), A. spinosus (caruru-de-espinho) e 4. viridis (caruru-de-mancha). As espécies
de caruru que infestam lavouras brasileiras sdo plantas daninhas anuais, com reprodugao
exclusivamente por sementes, o que contribui para sua elevada capacidade de disseminagao e
proliferagao (WARD et al., 2013; JHA, 2008).

No campo, a identifica¢do precisa dessas espécies € frequentemente desafiadora devido a
sua similaridade morfolégica. Em algumas espécies de caruru, uma planta de grande porte pode
produzir quantidades superiores a 200.000 sementes (Kissmann; Groth, 1999; Lorenzi, 2000).
Essa elevada capacidade reprodutiva contribui significativamente para a dificuldade de manejo
do gé€nero em campo, pois as sementes formam um banco no solo com ampla variagdo no tempo
de germinagdo, o que permite sua perpetuacao ao longo de varios ciclos agricolas. Nas areas
agricolas, os carurus podem ser caracterizados como plantas de dificil manejo, devido ao
extenso periodo de germina¢do do banco de sementes, rapido crescimento e desenvolvimento,
elevada producdo de sementes viaveis, longa viabilidade de suas sementes no solo e dificuldade
na identificagdo das diferentes espécies no campo (Horak; Loughin, 2000). Segundo a Bayer
(2023), o aumento de casos de resisténcia de espécies de Amaranthus a herbicidas no Brasil
evidencia um grande desafio para a agricultura moderna, especialmente em culturas como soja,
milho e algoddo. Dados da base de registros da Weed Science (2024) documentam casos
notaveis de resisténcia multipla a diferentes mecanismos de acdo, o que exige estratégias de
manejo mais diversificadas

A presenga de resisténcia multipla em espécies de Amaranthus tem se intensificado nas
ultimas décadas, dificultando o manejo quimico em diversas culturas agricolas. Em 2018,
Amaranthus hybridus foi identificado em areas de soja com resisténcia simultdnea a herbicidas
inibidores da ALS, como o clorimurom-etilico, ¢ da EPSPS, como o glyphosate (Heap, 2018;
Moreira; Braganga, 2010; Embrapa, 2017). De forma semelhante, Amaranthus palmeri,
detectado no Brasil em 2016, apresentou resisténcia multipla aos inibidores da ALS (imazetapir,

clorimurom-etilico e cloransulam-methyl) e da EPSPS (glyphosate) (Heap, 2016; Carvalho et



11

al., 2015; Ward et al., 2013). Essas resisténcias estdo associadas a mutagdes genéticas que
comprometem a eficacia dos herbicidas, especialmente nas culturas de soja, milho e algodao.

Nesse contexto, outras espécies também tém demonstrado resisténcia preocupante.
Amaranthus viridis, identificado em lavouras de algoddao em 2011, apresentou resisténcia aos
herbicidas que atuam no Fotossistema II, como atrazine e prometryne (Heap, 2016; Nicolai et
al., 2008). Ja Amaranthus retroflexus, registrado em 2014, revelou resisténcia a trés
mecanismos de acgdo distintos: PROTOX (fomesafen), ALS (pyrithiobac-sodium e
trifloxysulfuron-sodium) e Fotossistema II (atrazine e prometryne) (Heap, 2016; Wise et al.,
2009). Esses casos evidenciam a necessidade urgente de praticas diversificadas no manejo de
plantas daninhas.

Além do glyphosate, ha relatos de biotipos resistentes a herbicidas inibidores da Acetil CoA
carboxilase — ACCase (PAES, 2018). Apesar disso, esse grupo de herbicidas continua sendo
amplamente utilizado no controle quimico pos-emergente de espécies de caruru (LOPES et al.,
2021). Segundo Carvalho (2013), no Brasil, os inibidores da ACCase sdo classificados em dois
grupos quimicos: Ariloxifenoxi-propionatos (FOPs) e Ciclohexanodionas (DIMs).

Frente a esse cendrio de resisténcia crescente, torna-se viavel e necessario considerar o
controle bioldégico como alternativa complementar dentro do manejo integrado de plantas
daninhas, visando maior sustentabilidade e eficacia no controle de Amaranthus spp.

O controle biolégico, definido como a supressao ou estabilizacao de populacdes de espécies
indesejaveis por meio do uso de inimigos naturais (Embrapa, 2006), representa uma alternativa
promissora dentro do manejo integrado de plantas daninhas. Diante do crescente desafio
representado pelas espécies de Amaranthus spp. nas areas agricolas, especialmente em fungao
da resisténcia a multiplos mecanismos de acdo de herbicidas, torna-se urgente a busca por
alternativas sustentaveis e eficazes de manejo. Nesse contexto, o controle bioldgico surge como
uma estratégia promissora, capaz de integrar-se ao manejo integrado de plantas daninhas,
oferecendo vantagens como seletividade, menor impacto ambiental e potencial de longo prazo
na supressao populacional das espécies alvo (Agrolink, 2023; Embrapa, 2018). A utilizagdo de
agentes bioldgicos, como fungos entomopatogénicos e microrganismos antagonistas, pode
representar uma ferramenta inovadora no enfrentamento da resisténcia de carurus aos
herbicidas convencionais, contribuindo para a diversificacao das praticas agricolas e a redugao
da dependéncia de insumos quimicos.

Embora ainda existam desafios a serem superados — como a especificidade dos bioagentes,
a necessidade de condicdes ambientais favoraveis para sua eficacia, e a variabilidade de

desempenho entre ambientes controlados e campo — esses obstaculos ndo invalidam o
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potencial da abordagem. Pelo contrario, reforcam a importancia de investimentos em pesquisa,
desenvolvimento tecnoldgico e politicas publicas que viabilizem sua aplicagdo em larga escala.
Estudos aprofundados sobre formulag¢ao, armazenamento, regulagdo e impactos ecoldgicos sao
fundamentais para ampliar a aceitacdo e a seguranca do uso desses agentes no controle de
Amaranthus spp. e outras plantas daninhas de dificil manejo (Embrapa, 2018; Vasconcelos et
al., 2022).

Avancos na pesquisa e no desenvolvimento de tecnologias sdo essenciais para superar essas
lacunas e ampliar o uso do controle bioldgico no manejo sustentavel de Amaranthus spp.
(CHARUDATTAN, 2001).

Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial de dois isolados de Bipolaris spp. como
agentes de biocontrole para o manejo e a supressdo de duas espécies de caruru, Amaranthus

hybridus e A. viridis.

2 JUSTIFICATIVA

A rapida expansao de espécies do género Amaranthus tem se tornado um desafio crescente
para a agricultura brasileira, especialmente em culturas como soja, milho e algodao. O caruru ¢
altamente competitivo, disputando por luz, 4gua e nutrientes com as culturas comerciais, o que
compromete diretamente a produtividade e a qualidade das lavouras (GAZZIERO; SILVA,
2017). Além disso, espécies como Amaranthus hybridus, A. viridis, A. spinosus e A. palmeri
tém se destacado pela resisténcia a herbicidas de diferentes mecanismos de agdo, dificultando

0 manejo quimico e elevando os custos de producao.

Os métodos de controle cultural do caruru € baseado no uso intensivo de herbicidas
quimicos, principalmente o glyphosate. Porém, com o aumento de populacdes resistentes, o
controle quimico tem perdido eficécia, além de trazer sérios impactos ambientais, como a
degradagdo do solo, contaminag@o de recursos hidricos e riscos a saide humana e animal
(GAZZIERO; ADEGAS, 2020). Essa realidade destaca a necessidade de métodos sustentaveis
e integrados para o manejo do caruru.

O controle bioldgico surge como uma alternativa promissora, pois utiliza inimigos
naturais, como fungos fitopatogénicos, para reduzir populacdes de plantas daninhas de forma

especifica e com menor impacto ambiental. O uso de Bipolaris spp. como agente biocontrolador
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representa um avanco, oferecendo uma solu¢do mais sustentavel e eficaz, com menos
dependéncia de herbicidas (SILVA; SANTOS, 2021).

Essa abordagem, além de reduzir o uso de quimicos, minimiza os efeitos negativos ao
meio ambiente e a saude publica, integrando-se facilmente a sistemas de manejo integrado de
plantas daninhas. Dessa forma, o estudo do potencial de isolados de Bipolaris spp.,
identificados como BAO0O5 e BAO0S55, como agentes de biocontrole ¢ fundamental para
promover praticas agricolas mais equilibradas e eficientes, contribuindo para a inovagao e

sustentabilidade na agricultura brasileira (SILVA; SANTOS, 2021).

3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar e realizar a descricdo completa dois isolados fungicos coletados e identificado

como pertencente ao género Bipolaris.

3.1 Objetivos Especificos

1) Realizar a classificagdo taxondmica dos isolados BA 005 e BA0O5S5 por meio de analises
morfologicas e moleculares.
2) Analisar o potencial dos isolados fungicos BAOO5 e BA055, em pds-emergéncia, no

biocontrole de A. hibridus e A. viridis.

4. REFERENCIAL TEORICO

4.1. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

A caracterizacdo morfoloégica ¢ uma etapa fundamental na identificacido de fungos
fitopatogénicos, sendo baseada na observagdo das estruturas vegetativas e reprodutivas, como
hifas, conidi6foros, conidios e clamiddsporos. Essas estruturas sdo analisadas quanto a
coloragdo, septacao, forma, tamanho e padrao de crescimento em diferentes meios de cultura
(LAZAROTTO, 2013). Embora seja uma abordagem tradicional, a morfologia isoladamente
pode ser insuficiente para a identificagdo precisa de espécies, especialmente em géneros com

alta variabilidade fenotipica.
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Por esse motivo, a caracterizagdo morfoldgica ¢ frequentemente complementada por anélises
moleculares, que permitem maior acurdcia na delimitacdo taxondmica e na compreensao das
relagdes evolutivas entre os organismos (MARIN-FELIX; HERNANDEZ-RESTREPO;
CROUS, 2020).

4.2. O GENERO BIPOLARIS

O género Bipolaris pertence a familia Pleosporaceae e inclui diversas espécies de fungos
fitopatogénicos que afetam gramineas e outras plantas de importancia agricola. Esses fungos
sdo caracterizados por produzir conidios multicelulares, geralmente fusiformes, com coloragdo
marrom e septagdo transversal. Os conididéforos sdo simples ou ramificados, e as colOnias
apresentam crescimento rapido em meios como batata-dextrose-dgar (PDA), com coloracao
variando entre marrom-oliva e cinza (MANAMGODA et al., 2014).

A identifica¢do morfoldgica de Bipolaris é baseada principalmente na analise dos conidios, que
podem apresentar de trés a sete septos, com hilo proeminente e forma obclavada ou eliptica. A
presenca de clamiddsporos também pode ser observada em algumas espécies, contribuindo para

a diferenciagdo entre elas (PINHEIRO, 2004).

4.3. AMARANTHUS COMO HOSPEDEIRO

O género Amaranthus inclui espécies amplamente distribuidas em ambientes agricolas e
urbanos, muitas vezes classificadas como plantas daninhas devido a sua alta capacidade
competitiva e resisténcia a herbicidas (TREVIZAN, 2020). Algumas espécies, como
Amaranthus retroflexus, A. viridis e A. spinosus, sdo hospedeiras potenciais de fungos
fitopatogénicos, incluindo Bipolaris, que podem causar lesdes foliares necrdticas e
comprometer o desenvolvimento da planta.

Estudos recentes tém investigado o uso de fungos como agentes de biocontrole para
Amaranthus, explorando a patogenicidade de isolados de Bipolaris como alternativa ao controle
quimico (FABBRIS, 2022). A caracterizacdo morfologica desses isolados ¢ essencial para

determinar sua identidade e potencial como mico-herbicidas.

4.4. FILOGENIA MOLECULAR DO GENERO BIPOLARIS
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A filogenia molecular tem sido uma ferramenta essencial para a identificagdo precisa € o
entendimento das relagdes evolutivas entre espécies do género Bipolaris, especialmente devido
a sobreposi¢ao de caracteristicas morfoldgicas entre diferentes tdxons (FERDINANDEZ et al.,
2022). Técnicas como o sequenciamento de regides genéticas especificas — incluindo os
espacadores internos transcritos (ITS), o gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GPDH) e o fator de elongagdo da traducdo 1-a (TEF1-a) — t€m sido amplamente utilizadas
para delimitar espécies e revelar novos registros em hospedeiros como arroz, gramineas
forrageiras e plantas daninhas.

Estudos recentes demonstraram que os genomas mitocondriais de espécies como Bipolaris
maydis, B. zeicola, B. oryzae, B. sorokiniana e B. cookei apresentam alta conservagdo na
organiza¢do génica, mas variabilidade significativa em regides intronicas, especialmente no
gene coxl, o que contribui para a diferenciacdo entre espécies (SONG et al., 2024). A anélise
filogenética baseada em conjuntos de genes mitocondriais revelou topologias bem suportadas,
refor¢ando a confiabilidade dos dados moleculares para estudos evolutivos e taxonomicos.
Além disso, a aplicacio da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) tem permitido a
amplificacdo de fragmentos especificos de DNA flingico, facilitando a identificagcdo de isolados
patogénicos em diferentes hospedeiros, como Amaranthus, ¢ contribuindo para o

desenvolvimento de estratégias de controle biologico mais eficazes (PINHEIRO, 2004).

5 MATERIAL E METODOS
5.1 Local e Periodo da Pesquisa

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia - LAMIF,
localizado na Universidade Federal de Uberlandia, campus Monte Carmelo, Minas Gerais,

Brasil, durante o periodo de junho/2024 a maio/2025.

5.2 Obtencao dos Isolados Fungicos

Com base na necessidade de alternativas sustentaveis para o manejo de Amaranthus spp.,

foi realizada uma prospeccao de agentes fungicos com potencial de biocontrole nas regides de



16

Goiés, Triangulo Mineiro e Sdo Paulo. A atividade foi conduzida pelo Nucleo de Estudos em
Controle Biologico (NCBio) da Universidade Federal de Uberlandia — Campus Monte Carmelo.
Foram coletadas plantas de caruru apresentando sintomas de doencas foliares, como manchas
e lesdes necroéticas, em areas agricolas dessas regides.

As amostras vegetais foram encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia
(LAMIF), onde se procedeu ao isolamento dos microrganismos associados por meio de técnicas
de isolamento direto e indireto, conforme a natureza da amostra e o tipo de lesdo observada.
Para o isolamento direto, tecidos vegetais lesionados foram desinfestados superficialmente com
solugdo de hipoclorito de sédio a 1% por 1 minuto, seguidos de trés lavagens em agua destilada
estéril. Em seguida, fragmentos desses tecidos foram transferidos diretamente para placas de
Petri contendo meio de cultura batata dextrose agar (BDA), visando o crescimento de
microrganismos presentes nas lesdes. As placas foram incubadas em camara de crescimento
(BOD) a 25 °C + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

J& o isolamento indireto foi utilizado em situagdes em que ndo havia lesdes visiveis ou
quando se buscava microrganismos endofiticos. Nesse caso, os tecidos foram macerados em
solucao tampao estéril ¢ a suspensao obtida foi plaqueada em meio BDA, permitindo o
crescimento de microrganismos presentes internamente nos tecidos vegetais. Apds o
crescimento fungico, as colonias foram submetidas a purificacao por meio de técnicas de ponta
de hifa ou cultivo monospérico, resultando em culturas puras para posterior identificagcdo e
testes de patogenicidade

A caracterizagdo morfologica preliminar dos conidios e conidiéforos permitiu a
identificacao dos isolados em nivel de género. Todos os isolados foram codificados como BA
(Biocontrol Amaranthus spp.) e preservados simultaneamente em duas formas: em solugado de
glicerol a 10% armazenada em ultrafreezer a —80 °C, e em meio salino (solugdo de cloreto de
sodio a 0,85%). Essa estratégia de dupla preservacao foi adotada com o objetivo de assegurar a
viabilidade dos microrganismos € a manutencao da cole¢do ao longo do tempo, permitindo sua
reativacdo para estudos futuros. Para os ensaios posteriores, dois isolados previamente
identificados como pertencentes ao género Bipolaris, denominados BA005 ¢ BA05S5, foram
selecionados e reativados por meio da inoculagdo de discos miceliais em placas de BDA,

seguindo os mesmos parametros de incubagdo descritos anteriormente

5.3 Identificacdo taxonomica dos isolados
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5.3.1 Cultivo e preparacao dos isolados de Bipolaris spp

Os isolados fungicos BA005 e BA055 foram cultivados simultaneamente em trés meios de
cultura distintos: batata dextrose agar (BDA), Malt Extract Agar (MEA) e Oat Meal Agar (OA),
todos acondicionados em placas de Petri de 90 mm de diametro. A escolha por diferentes
composi¢des de meio teve como objetivo avaliar o padrdo de crescimento micelial, esporulagao
e morfologia dos isolados sob diferentes condi¢des nutricionais. Essa abordagem permite
observar possiveis variagdes fenotipicas induzidas pela composi¢ao do meio, contribuindo para
a caracterizag¢do morfologica dos isolados e para a sele¢cdo do meio mais adequado para futuras
aplicagdes em testes de patogenicidade e formulagdes biologicas. As placas forram incubadas
em cadmara de crescimento (BOD) a 25°C + 2°C, com um fotoperiodo de 12 horas de luz e 12

horas de escuro, por um periodo de 7 dias para o completo crescimento das colonias.

5.3.2 Identificacio e Caracterizacdo Morfologica

A caracterizacdo morfologica dos isolados foi realizada através da observagdo
microscopica € macroscopica. A primeira foi realizada com auxilio do microscopio dptico
Nikon para observacdo das estruturas reprodutivas (conidios, conididéforos, células
conidiogénicas) e estruturas vegetativas (hifas). Foram realizadas 30 medi¢des de cada estrutura
(comprimento e largura) e avaliacdo de pigmentacao, formato e terminagdes. As caracteristicas
macroscopicas das colonias, como coloragdo, textura e crescimento radial foram registradas

apo6s 7 dias de cultivo em BDA, MEA e OA.

5.4 Caracterizacio molecular

5.4.1 Extraciao do DNA

Os isolados fungicos foram cultivados em meio de cultura BDA e incubados em BOD a 25
°C por 7 dias. O Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega) foi utilizado para a extragao
do DNA, seguindo as instrugdes do fabricante.

A identificacdo molecular dos isolados fungicos foi realizada por meio da técnica de
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que promove a amplifica¢do de regides especificas do

DNA. Para os 1solados deste estudo, foram utilizadas as regides Translation Elongation Factor
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1-Alpha - TEF (EF1-728F/ EF1-986R), descrito por O’Donnell et al. (1998) e Glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase — GAPDH (GPD1/GPD?2), descrito por Berbee et al. (1999).
Cadareagao de PCR foi conduzida em um volume total de 25 pL, contendo: 0,3 pL de Taq
DNA polimerase, 0,5 uL de dNTP (10 mM), 2,5 uL de solugdo tampao 10x, 1,25 puL de cada
primer (10 uM), 1 uL de DNA (10-15 ng/uL) e 18,2 uL de 4gua ultrapura esterilizada. Os
produtos amplificados forma analisados em gel de agarose a 1,2% e visualizados em
transiluminador. Em seguida, os fragmentos amplificados forma purificados e sequenciados

pela empresa ACTGene.

5.5 Analises Filogenéticas

Apds o sequenciamento, os eletroferogramas e as sequéncias de cada isolado foram
analisados no software SeqAssem 07/2008. As sequéncias geradas, junto com aquelas obtidas
do GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), foram alinhadas utilizando o programa
MEGA 7.0 e otimizadas pelas ferramentas MAFFT e Gblocks disponiveis na plataforma
NGPhylogeny (https://ngphylogeny.ft/), seguindo as configura¢des padrdo. Arquivos no
formato PHY foram gerados no SequenceMatrix 1.7.8. A inferéncia filogenética deste estudo
foi realizada com base no método de Méaxima Verossimilhanga (MV). A andlise foi conduzida
utilizando o algoritmo RAxXML v.7.0.3, aplicando o modelo GTR com 22 parametros ¢ 1000
replicacdes bootstrap (Felsenstein, 1985), por meio da plataforma online CIPRES Science
Gateway v.3.3 (Miller et al.,, 2010) (https://www.phylo.org/). A arvore filogenética foi
visualizada no FigTree v1.4.4 e editada no Foxit PDF Editor v.2.2.1.1119 e no Canva

(https://www.canva.com/).

Para a caracterizacdo molecular, a similaridade das sequéncias obtidas foi calculada

utilizando o software MEGA X (Kumar et al., 2018).

5.6 Manutencao das Plantas de Amaranthus spp.

Para os testes de patogenicidade, foram cultivadas seis espécies e um hibrido de
Amaranthus, previamente identificados e selecionados com base em sua relevancia agrondmica
e ocorréncia nas areas de cultivo da regido. No entanto, para o ensaio com aplicagdo de
suspensao micelial, foram escolhidas apenas duas espécies: Amaranthus hibridus e Amaranthus

viridis. A selecdo dessas espécies se deu por apresentarem maior representatividade nas
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lavouras locais e por serem reconhecidas como hospedeiras potenciais dos isolados fungicos
testados, conforme registros anteriores de ocorréncia e suscetibilidade. Essa abordagem
permitiu uma avaliacdo mais direcionada da eficiéncia dos agentes bioldgicos em condigdes
controladas, otimizando os recursos experimentais e garantindo maior precisdao nos resultados
obtidos.

As plantas de A. hibridus e A. viridis foram cultivadas em casa de vegetacdo da
Universidade Federal de Uberlandia — Campus Monte Carmelo. As sementes foram adquiridas
da empresa AgroCosmos® e armazenadas a 5 °C até o momento da semeadura. O substrato foi
preparado com uma mistura de solo, areia e esterco bovino curtido, nas proporgdes 1:1:1, e
posteriormente autoclavado por 1 hora para eliminagdo de contaminantes. Bandejas de 1,2 L
foram preenchidas com o solo autoclavado e a semeadura foi realizada manualmente. Apds
duas semanas da germinacdo, as plantulas que apresentavam dois pares de folhas foram
transplantadas para vasos de 0,5 L, mantidos em ambiente protegido. O manejo hidrico foi
realizado por meio de irrigagdo automatizada, com duragdo de 10 minutos nos horarios de 8h,
12h e 15h, garantindo condi¢des uniformes de crescimento e desenvolvimento das plantas para

os testes subsequentes.

5.7 Teste de Patogenicidade

Plantas de Amaranthus hybridus e A. viridis com dois a quatro pares de folhas
verdadeiras foram selecionadas para os testes de patogenicidade. Para a inoculagao, discos de
micélio foram obtidos por meio da compressdao de canudos plasticos estéreis sobre colonias
ativas dos isolados Bipolaris spp. BA0OS e BA0SS5, previamente cultivados conforme descrito
no item 4.4.1. Os discos contendo micélio foram depositados cuidadosamente na face adaxial
das folhas das plantas, uma por vaso, respeitando trés repeticdes por espécie e por isolado.

O tratamento controle consistiu na aplicagdo de discos de meio BDA estéril, obtidos
da mesma forma e posicionados igualmente na face adaxial das folhas. Apds a inoculagdo, os
vasos foram organizados em bandejas e mantidos em cdmara Gimida por 48 horas, com o
objetivo de favorecer o processo de infec¢do. Ao final desse periodo, foi realizada a primeira
avaliacdo visual dos sintomas. Em seguida, todas as plantas, incluindo o tratamento controle,
foram transferidas para casa de vegetacdo, onde permaneceram sob condi¢des controladas para
monitoramento da evolucdo dos sintomas. O experimento foi conduzido em duas repeti¢cdes

independentes, garantindo a reprodutibilidade dos resultados.
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5.8 Avaliacao do Potencial dos Isolados como Agentes de Controle Bioldgico

Para os testes de patogenicidade, sementes de Amaranthus hybridus e Amaranthus
viridis foram semeadas em bandejas plasticas com capacidade de 1,2 L, contendo substrato
esterilizado composto por solo, areia e esterco bovino curtido na propor¢do 1:1:1. A densidade
de semeadura foi de 60 sementes por bandeja. Apds sete dias, realizou-se o desbaste, mantendo-
se 50 plantulas por bandeja, com o objetivo de garantir uniformidade no crescimento. As
bandejas foram mantidas em ambiente protegido, sob condi¢des controladas de temperatura e
irrigacdo automatizada.

A avaliacdo do potencial patogénico dos isolados BA005 e BAOS5S, previamente
ativados a partir da colecdo preservada em glicerol (10%) a —80 °C, foi realizada por meio de
inoculagao com fragmentos de micélio. Para isso, os isolados foram cultivados em meio batata-
dextrose liquido (BD) por sete dias sob agitacdo constante. O micélio foi coletado, fragmentado
mecanicamente com auxilio de agitador magnético e aplicado diretamente sobre a face adaxial
das folhas das plantulas com dois pares de folhas, utilizando pipeta estéril. Apos a aplicagdo, as
plantas foram mantidas em camara umida por 24 horas para favorecer a infec¢do e posterior

avaliacao dos sintomas.

5.8.1 Condig¢des pos-inoculacio e avaliacio da severidade

Apos a inoculacdo, todas as bandejas, incluindo os tratamentos com esporos, micélio e
controle, foram mantidas em camara imida por 48 horas para favorecer o processo de infecgao.
Em seguida, foram transferidas para casa de vegetagdo, sob condi¢des controladas. As
avaliagdes de severidade da doenga foram realizadas sete dias apds a inoculacdo, utilizando a
escala da Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas Daninhas (SBCPD, 1995). O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes por tratamento,

para validagdo dos resultados.
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TABELA 1

Descricio de conceitos aplicados na avaliacio de controle®

Conceitos e classes de severidade | Descricio

A - 86-100% Controle excelente ou total da espécie em estudo.

B —66-83% Controle bom, acertavel para a infestaciio da area.
C—41-63% Controle moderado, insuficiente para a infestacfio da area.
D —0-40% Controle deficiente ou inexpressivo.

E-0 Aunséncia de controle.

* SBCPD (1995)

5.9 Analise dos Dados

Os dados obtidos nas avaliacdes de severidade da doenca foram organizados em planilhas
eletronicas e analisados por meio de estatistica descritiva, com calculo de médias e desvio
padrdo para cada tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
trés repeticdes por tratamento. As analises foram realizadas utilizando o software Microsoft
Excel®, e os resultados foram interpretados com base na variagao entre os tratamentos e na

escala de severidade da SBCPD (1995).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao morfologica

Plantas de Amaranthus spp. coletadas em campo apresentaram sintomas foliares
compativeis com infec¢do fingica, caracterizados por lesdes necroticas de coloragdo marrom a
castanho-escura, com formato oval ou eliptico e presenca de halo clorético ao redor das areas
afetadas. Essas lesOes estavam distribuidas de forma irregular nas folhas, principalmente nas
mais velhas, e evoluiram rapidamente sob condi¢des de alta umidade. Embora tais sintomas
sejam frequentemente associados a infecgdes por fungos do género Bipolaris, a confirmagao do
agente etiologico requer isolamento, caracterizagdo morfologica e, preferencialmente, analise
molecular, uma vez que outras espécies fungicas podem induzir sintomas semelhantes. Nao
foram observados sintomas sistémicos como murcha ou necrose vascular, o que reforca a

hipotese de infecgao localizada, tipica de alguns fitopatdogenos foliares.
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A andlise morfologica dos isolados BA0O5 e BAO55 revelou estruturas fingicas
compativeis com o género, como conidios multicelulares, de colora¢do marrom-escura, com
septos transversais bem definidos. Embora ambos os isolados compartilhem caracteristicas
gerais, foram observadas diferencas sutis entre eles quanto as dimensdes dos conidios € ao

comportamento em diferentes meios de cultura, o que pode indicar variabilidade intraespecifica

O isolado BA0OOS apresenta conididéforos fusiformes, simples e septados, com células
basais inchadas e coloracdo marrom escura. As medidas variaram entre 15 ¢ 107 um de
comprimento e entre 2,56 ¢ 5,97 um de largura. As células conidiogénicas foram monos e
politréticas, com dimensdes entre 2 ¢ 22,92 um de comprimento e 1,24 a 10,94 um de largura.
Os conidios apresentaram formas elipticas a obclavadas, curvos ou retos, com coloragdo
marrom palido a escuro, medindo entre 17,11 e 59,96 um de comprimento por 5,25 a 9,65 pm
de largura, com niimero de septos variando de 3 a 15. O hilo ¢ conspicuo, com medidas entre

2,2 e3,7 um.

As hifas observadas sao marrom-escuras, septadas, ramificadas e de crescimento superficial,
com didmetro de 2,46 um. Em meio BDA, o isolado BA0OS apresentou colonias de crescimento
lento (14 dias), com aspecto cotonoso e coloragdo preta com areas cinza-esbranquigadas. O
didmetro médio das coldnias foi superior ao observado para o isolado BA0S55. Lesdes necroticas
nas folhas de Amaranthus inoculadas com BAOOS apresentaram coloragdo marrom claro,
formato irregular e alongado, localizadas principalmente nas margens e apices, medindo entre

5,5 e 10 cm de comprimento por 0,4 a 0,7 cm de largura.

O isolado BA055 também apresentou conidioforos fusiformes, simples e septados, com células
basais inchadas, porém com dimensdes ligeiramente superiores as do BA0OS, variando entre
14,72 € 146,30 um de comprimento e entre 2,56 € 6,22 um de largura. As células conidiogénicas
foram mono e politréticas, com medidas semelhantes as do BA005. Os conidios apresentaram
maior variagdo de tamanho, com comprimento maximo de até 71,40 um e largura de até
12,23 pm, mantendo o padrdo de coloracdo marrom escuro e numero de septos entre 3 e 15. O

hilo permaneceu destacado, com dimensdes entre 2,23 e 3,65 um.

As hifas eram semelhantes as do BA0OS, com coloragdo marrom, septadas e ramificadas. Em
meio BDA, o crescimento micelial foi mais lento, com coldnias de coloragao escura homogénea
e menor didmetro médio. As lesdes foliares causadas por BA055 foram similares as do BA00S5

em forma e coloragdo, porém com menor agressividade e avango mais lentos
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6.2 Caracterizacao Molecular

A identificacao molecular dos isolados foi realizada por meio do sequenciamento de
duas regides genéticas: a regido do espacador interno transcrito (Internal Transcribed Spacer —
ITS) e o gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase — GPDH). Os resultados confirmaram que ambos os isolados pertencem ao
género Bipolaris. A andlise filogenética posicionou o isolado BA0OS proximo a espécie
Bipolaris yamadae, enquanto o isolado BA0S5 apresentou divergéncias significativas em
relacdo as sequéncias conhecidas, sugerindo a possibilidade de representar uma espécie ainda

ndo descrita.

A utilizacdo combinada de marcadores genéticos conferiu maior robustez a inferéncia
taxondmica, especialmente considerando que o sequenciamento da regido ITS, embora
amplamente utilizado, ndo ¢é suficiente para delimitar espécies dentro do género Bipolaris,
devido a baixa resolugdo filogenética em alguns grupos (Manamgoda et al., 2014). A inclusdo
do gene GPDH, por apresentar maior variabilidade entre espécies proximas, permitiu uma
distingdo mais precisa entre os isolados e reforcou a hipotese de diversidade genética dentro

dos agentes fingicos associados a Amaranthus spp.
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Figura 1— Analise filogenética inferida por maxima verossimilhanga baseada no alinhamento da regido ITS
(Internal Transcribed Spacer) e do gene da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase — GAPDH), de dois isolados fitopatogenicos associados a Amanranthus spp (cauru), pertecentes
a uma mesma familia e um grupo externo. Os agrupamentos refletem relagdes evolutivas entre os tdxons, com
suporte estatistico indicado nos ramos, evidenciando o posicionamento taxondmico das espécies analinhadas. A

analise filogenética foi enraizada com os isolados Curvularia australis BRIP 12525 e Curvularia brachyspora
CBS 186 50.
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Figura 2. Bipolaris spp. A. Colonia do isolado BA0OS cultivada em meio BDA, apresentando crescimento
micelial denso e coloracdo acinzentada-esbranquicada. B. Fragmoconidio distoseptado do isolado BA0OS. C.
Conididforo e conidio do isolado BA0O05. D. Coldnia de Bipolaris (isolado BA055) cultivada em meio BDA, com
micélio denso e coloragdo escura no centro. E. Fragmoconidio distoseptado do isolado BA055. F. Conidi6foro e
célula conidiogénica do isolado BA055. Barras de escala=20 pum.

6.3 Teste de Patogenicidade

Os testes de patogenicidade realizados em camara de crescimento demonstraram que ambos
os isolados fungicos, BA005 e BA0SS, foram capazes de induzir sintomas caracteristicos de
infeccdo nas folhas de Amaranthus viridis e A. hybridus. As lesdes iniciais surgiram nas
margens e apices das folhas, apresentando coloragdo marrom-escura e halo clorético. Com o
avanco da infeccdo, observou-se necrose difusa — definida como a expansao irregular e
progressiva da morte celular em areas amplas do tecido foliar, sem delimitacdo precisa das

bordas lesionadas.

As plantas foram mantidas sob alta umidade relativa durante o periodo de incubagao, o que
favoreceu significativamente a expressao dos sintomas. Esse fator ambiental ¢ critico para o
desenvolvimento de doengas fungicas, pois promove a germinagdo dos conidios, facilita a
penetracao do patdgeno e intensifica a colonizacdo do tecido vegetal. Em contraste, as plantas
do grupo controle, inoculadas com discos de meio BDA estéril, permaneceram
assintomaticas, confirmando a relagdo causal entre os isolados de Bipolaris spp. e os sintomas

observados.
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Embora a selecdo inicial dos isolados tenha considerado o comportamento em sete gendtipos
de Amaranthus, os testes de patogenicidade foram conduzidos apenas em A. hybridus e A.
viridis. Essa escolha se justifica pela ampla ocorréncia dessas espécies em areas agricolas
brasileiras e pela relevancia agrondmica associada a sua resisténcia a herbicidas,

especialmente aos inibidores da ALS e EPSPS.

Figura 3. Sintomas foliares em plantas de Amaranthus spp. inoculadas com isolados de
Bipolaris spp. (A—C) Amaranthus hybridus inoculado com BA005; (D-E) Amaranthus viridis
inoculado com BAO0O05; (F-I) Amaranthus hybridus inoculado com BAOS5S; (J—L) Amaranthus
viridis inoculado com BAO05S5.

6.4 Avaliacao do Potencial de Controle Biologico

A severidade da doenga foi avaliada segundo a escala da Sociedade Brasileira da Ciéncia das
Plantas Daninhas — SBCPD (1995) (Tabela 1). Para Amaranthus viridis, o isolado BA00S
apresentou desempenho varidvel entre as trés repeticdes. Em uma delas, foi observado controle
excelente da planta daninha, com severidade classificada na classe A (95%). Nas demais
repeti¢des, os resultados oscilaram entre controle moderado (classe C — 50%) e controle

deficiente (classe D — 25%).

Essas oscilagdes indicam que, embora o isolado BAOOS tenha potencial para o controle

biologico de A. viridis, sua eficacia foi influenciada por fatores experimentais. A principal
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diferenga entre os tratamentos foi o método de umidificagdo utilizado durante a incubagdo: para
BAO005, empregou-se um umidificador de ar, enquanto BA055 foi mantido sob irrigagdo por
vapor controlada. Essa variacdo pode ter afetado a germinacao dos conidios e a colonizagao do
tecido foliar, ja que a umidade relativa ¢ um fator critico para a expressdo de sintomas em

doengas fungicas (AGRIOS, 2005).

Por outro lado, o isolado BA0S55 apresentou desempenho uniforme e insatisfatorio em todas as
repeti¢des, sendo classificado exclusivamente na classe D (controle deficiente — 25%). A
auséncia de variagao reforca um padrao de baixa eficiéncia de controle, sugerindo que o isolado
possui viruléncia limitada ou apresenta restrigdes na interacdo com o hospedeiro. investigar

alternativas, como o uso de conidios como indculo ou ajustes na concentragdo da suspensao.

A baixa severidade observada na maioria dos tratamentos pode estar relacionada ao método de
inoculacdo empregado, baseado em discos e fragmentos de micélio. Embora vidvel em testes
preliminares, esse procedimento pode limitar a uniformidade do in6culo e reduzir a velocidade
de colonizagdo do tecido foliar, refletindo em niveis de controle inferiores (SILVA et al., 2019).
Nesse sentido, recomenda-se que estudos futuros avaliem o uso de suspensdes de esporos como
forma alternativa de inoculacdo, visto que esse método possibilita maior homogeneidade na
aplica¢do, rapida germinacdo dos conidios e maior aderéncia as superficies foliares, fatores que

favorecem a expressdo da doenga (FERREIRA; OLIVEIRA, 2020).

Trabalhos anteriores com fungos fitopatogénicos de interesse em biocontrole demonstram que
suspensoOes ajustadas em concentragdes de 10° a 10° conidios/mL, acrescidas de agentes
tensoativos como Tween 80, podem proporcionar niveis de severidade mais expressivos e
reprodutiveis, ampliando a avaliacdo do real potencial dos isolados de Bipolaris no manejo de

Amaranthus spp. (COSTA et al., 2018; VASCONCELOS; MENDES, 2021).

De modo geral, os resultados obtidos demonstram que o isolado BA0OS apresenta potencial
para o manejo bioldgico de Amaranthus viridis, com desempenho variavel entre as repeti¢des,
mas com evidéncia de controle eficaz em pelo menos uma delas. Por outro lado, o isolado
BAOS55 apresentou desempenho consistentemente deficiente, sendo classificado na classe D
(controle de 25%) em todas as repeticdes. Esse padrdo uniforme indica baixa eficacia no
controle da planta daninha, o que também representa um resultado relevante dentro dos

objetivos da pesquisa.
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A proposta deste estudo ¢ avaliar de forma criteriosa a eficacia de diferentes isolados de
Bipolaris spp. no biocontrole de Amaranthus spp., reconhecendo que nem todos os isolados
apresentam desempenho satisfatério. O comportamento limitado do isolado BAOSS,
classificado consistentemente na classe D (controle de 25%), contribui para a sele¢do de agentes
com real potencial de aplicagdo, reforcando a importancia de testes comparativos e repetitivos

para validagdo da eficiéncia.

Esse padrao de baixa eficacia, observado de forma constante entre as repeti¢des, indica
limitagdes intrinsecas ao isolado, sem necessidade de justificar variacdes pontuais. Estudos
como os de Vasconcelos et al. (2022) e Ferreira e Oliveira (2020) também destacam que a
variabilidade entre isolados de um mesmo género ¢ comum, e que a sele¢do de cepas mais

agressivas ¢ essencial para o sucesso em programas de manejo biologico.

Embora o método de inoculagdo com fragmentos de micélio tenha sido eficaz para detectar
sintomas, trabalhos anteriores demonstram que o uso de suspensdes de esporos ajustadas entre
10° e 10° conidios/mL, acrescidas de agentes tensoativos como Tween 80, pode aumentar a
severidade da infec¢do e a reprodutibilidade dos resultados (Embrapa, 2012; Costa et al., 2018).
Assim, investigagdes futuras devem considerar ajustes na concentracdo do indculo,
formulagdes alternativas, frequéncia de aplicacdo e testes em condigdes de campo, visando

ampliar a aplicabilidade dos isolados promissores, como o BA0OS, em programas sustentaveis

de manejo de plantas daninhas.
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Figura 4. Inoculagdo de Bipolaris (isolado BA00S). A. Amaranthus viridis testemunha (a
esquerda) e planta inoculada (a direita). B. Amaranthus hybridus testemunha (2 esquerda) e
planta inoculada (a direita).

Figura 5. Inoculagio de Bipolaris spp. (isolado BA05S5). Plantas de 4. hybridus (A, B, C — testemunha a

esquerda) e plantas de 4. viridis (D, E, F — testemunha a esquerda), apds inoculagdo com o isolado BA05S.

Espécie hospedeira Isolado Classes observadas Severidade Desempenho de controle

Amaranthus viridis BAOLS A:C:D 959, 509%, 25% Controle variavel ;potencial moderado

Amaranthus viridis BAO55 D 25% Controle deficiente e unifome
Amaranthus hybridus BAQOSS D 10-25% Controle deficiente; baixa suscetibilidade
Amaranthus hybridus BAOSS D 10-25% Controle deficiente; baixa suscetibilidade
7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo indicam que os isolados fungicos BA0O5 e BAOSS,
pertencentes ao género Bipolaris, sdo capazes de induzir sintomas necrdticos em espécies de
Amaranthus, com maior impacto observado em A. viridis. A caracterizagdo morfologica e
molecular, baseada nas regides TEF1-a e GPDH, confirmou a identidade dos isolados e revelou
diferencas sutis entre eles quanto a agressividade e ao comportamento em meio de cultura. O
isolado BA0OS apresentou desempenho variavel, com destaque em uma das repeti¢cdes, onde

foi observado até 95% de controle. Ja o isolado BA055 demonstrou controle mais limitado e
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consistente, em torno de 25%. Para A. hybridus, os dados sugerem baixa suscetibilidade aos
isolados testados, o que refor¢a a necessidade de explorar novos agentes ou estratégias
complementares. A analise filogenética posicionou BAOOS5 proximo a espécie Bipolaris
yvamadae, enquanto BAO055 apresentou distanciamento genético que podem indicar uma
possivel nova espécie, exigindo estudos adicionais. Este trabalho contribui para o avanco do
controle biologico de plantas daninhas e destaca a importancia de abordagens integradas e

continuas para o desenvolvimento de solug¢des sustentaveis na agricultura brasileira.
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