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RESUMO

Com o elevado crescimento populacional em meio ao desenvolvimento tecnologico,
também tem sido crescente uma séric de demandas para que essa evolu¢do ocorra de forma
sustentavel. Entre essas, ¢ possivel destacar a busca por novas substancias passiveis de
aplicagdo nos mais variados setores, como farmacéutico, agroquimico, industria de alimentos
entre outros. Nesse cendrio 0s recursos naturais microbianos tém se apresentado como
alternativa promissora. Na perspectiva de contribuir com as demandas de uma sociedade
moderna, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial bioherbicida de extratos
organicos obtidos a partir de processos de fermentagdo utilizando fungos. Para a producdo dos
extratos, os fungos Daldinia schscholtzii (FB2C2) e Lasiodiplodia pontae (L18) foram
cultivados em meio solido (arroz) por um periodo de 30 dias. Pds cultivo, os extratos foram
obtidos utilizando metanol. Apds concentragcao em evaporador rotativo sob vacuo, os extratos
metandlicos foram submetidos aos testes bioherbicidas para avaliar o potencial de inibir a
germinacao de sementes de capim annoni, bem como o desenvolvimento de plantulas. Os
extratos foram testados nas concentracdes de 0,125; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 g L', O extrato
metanodlico obtido a partir de D. Schscholtzii mostrou-se promissor quanto a inibi¢ao do capim
annoni, uma vez que inibiu em 100% a germinacdo das sementes na menor concentracao
testada. O extrato metandlico de L. pontae mostrou percentuais de inibicdo crescentes em
fungdo do aumento da concentracao alcangando 90% de inibi¢ao na maior concentragao testada
(1 % m/v). A partir das analises d¢ RMN 'H dos extratos foi possivel caracterizar um perfil
quimico tipico de substancias polihidroxiladas como acontece nos agucares. Apesar de

preliminares, os resultados sdo promissores € motivam a realizagdo de estudos adicionais.

Palavras-chave: Biodiversidade. Fungos. Bioherbicida.
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1. INTRODUCAO

A procura de novos compostos com inumeras aplicacdes ¢ um processo que requer
aperfeicoamento continuo e nesse cenario os produtos naturais representam uma alternativa
para a descoberta de novas substancias com propriedades biologicas uteis (SIMOES et al.,

2017).

O termo "produtos naturais" € utilizado para definir metabdlitos secundarios produzidos
por um organismo, que na maioria dos casos funcionam como mecanismos de defesa contra
herbivoros, micro-organismos, insetos e plantas concorrentes. Uma variedade de produtos
naturais, principalmente a partir de fontes vegetais, tem sido usado por milhares de anos por
uma fracdo significativa da populacdo, sendo aplicados em varios setores como na area da

saude, cosmético, agroindustria entres outros (CHAPLA, 2014).

De acordo com a literatura, cerca de 50% dos farmacos de uso clinico colocado no
mercado nos ultimos 30 anos sao de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica
planejada a partir de um produto natural. Para o tratamento do cancer e de doengas infecciosas,
uma vez que mais de 60% dos farmacos provém de produtos naturais ou analogos sintéticos, o

que evidencia o sucesso da quimica de produtos naturais (NEWMAN, 2007; CRAGG, 2016).

A habilidade da natureza em biossintetizar um conjunto excepcional de entidades
quimicas torna a quimica de produtos naturais um constante reservatorio para a descoberta de
novos compostos, com potencial de exploracao sem paralelos (HALABALAKI et al., 2014).
Desde o final do século XIX até os dias atuais, geragdes de pesquisadores aplicam esforcos
voltados a investigagdo de milhares de moléculas produzidas por organismos Vvivos,
encorajando a sociedade ao uso de varios PN em diferentes frentes de aplicacdo (FIRN e JONES
2003). Dentro desse contexto os micro-organismos vém representando uma prolifica fonte de
novos compostos bioativos, em especial os fungos que sdo reconhecidos como fontes de novas
substancias com aplicagdes em varios setores industriais (CHAVES NETO et al., 2021). Este

fato tem cada vez mais motivado a pesquisa da quimica de micro-organismos.

Entre as diversas classes de fungos, os endofiticos que vivem assintomaticamente no
interior de tecidos vegetais, tém se mostrado uma fonte promissora de substancias
biologicamente uteis (EL-HAWARY et al., 2020), sendo alvo de pesquisa em paises do mundo
inteiro para possiveis aplicacdes em varios setores da sociedade, incluindo o agropecuario

(CHAVES NETO et al., 2021).
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A demanda crescente por alimento em fun¢do do desenvolvimento populacional levou
o setor agropecuario a usar de estratégias para produzir cada vez mais e em menor espaco de
tempo. Nesse cendrio, uma preocupagdo recorrente se estabeleceu em funcdo do uso

indiscriminado dos agrotdxicos.

Costumeiramente, os agrotoxicos sdo conhecidos pela sua fungdo de combate e
prevencao a pragas agricolas que de imediato trazem grandes beneficios ao universo que se
conhece como agroindustria (HINZ et al., 2020). Muitas pesquisas apontam para prejuizos ao
ambiente e a satde humana ocasionados por a¢do dessas substancias, ditando cada vez mais a
necessidade do uso de bioinsumos no setor agropecudrio, a titulo de exemplo, o uso de
bioherbicidas no lugar dos herbicidas sintéticos (KERGUNTEUIL et al., 2016; COMONT et
al., 2020).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como estratégia a busca por bioerbicidas a partir

da explora¢do do metabolismo secundario de fungos endofiticos associados ao babagu.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Geral

O presente trabalho tem como objetivo a busca de um bioerbicida a partir da exploragao

de extratos fingicos.

2.2 Objetivos Especificos
Para realizagdo do presente trabalho foi necessario:
a) A producdo de extratos organicos a partir de fungos previamente selecionados;

b) Realizagdo dos testes bioherbicida visando a inibicdo do desenvolvimento de capim

annoni;

c) Analise preliminar do perfil quimico dos extratos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Fungos

O reino fungi compreende um grupo grande, diverso ¢ amplamente disseminado de
organismos, consistindo de bolores, cogumelos e leveduras. Cerca 100.000 espécies de fungos
foram descritas, estimando-se a possibilidade de existirem até 1,5 milhdes de espécies. Os
fungos formam um grupo filogeneticamente distinto de outros organismos, sio
quimiorganotréficos, geralmente apresentando exigéncias nutricionais simples, sendo a maioria

aerobia (MADIGAN et al., 2010).

Em geral, os fungos podem se apresentar na forma de duas unidades morfoldgicas
basicas: a leveduriforme e a hifa. Tém caracteristicas heterotroficas, isto €, ndo possuem
clorofila e portanto, necessitam de material organico para sobreviver, sendo a sua nutri¢ao feita
por absor¢ao de nutrientes gragas a presenca de enzimas que sao produzidas por eles e degradam

produtos como, celulose e amido (MADIGAN et al, 2016).

Representam um conjunto de organismos eucarioticos € sao considerados como um
grupo particularmente versatil. A capacidade de absorver e crescer em muitos substratos e de
converté-los em metabolitos secundarios importantes tem colocado esse grupo de micro-
organismo em evidéncia. Essa capacidade metabolica versatil, tem atraido o interesse para os
fungos em vista da sua aplicacdo potencial na quimica de produtos naturais (MORETTI;

SARROCO, 2016).

Desempenham um importante papel no ecossistema, ja que sao decompositores naturais
da matéria organica ndo viva. Espécies fungicas podem provocar doengas em animais, no
homem ou, ainda, podem atuar como fitopatdogenos, provocando graves doencas em espécies
vegetais de importancia econdmica, levando a grandes perdas na producdo agricola. Como
possuem diferentes modos de vida, também podem ser encontrados em associacdo com espécies
vegetais sem provocar danos, convivendo de forma simbidtica e trazendo beneficios para o
hospedeiro, como, por exemplo, os fungos micorrizicos e os fungos endofiticos (ABREU et al.,

2015; AMATUZZI et al., 2018).

Os fungos endofiticos tém sido bastante utilizados como produtores de diferentes
substancias de interesse econdmico, tais como enzimas, farmacos, bioherbicidas, etc. (SILVA

et al., 2022).
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3.1.1 Fungos endofiticos

Os fungos endofiticos sdo identificados como dois grupos: os endofitos da familia
Claviciptaceae (C- endéfitos) que colonizam gramineas e os ndo-Claviciptaceae (NC-
endofitos) que colonizam assintomaticamente os tecidos de plantas ndo vasculares,
samambaias, coniferas e angiospermas. Essa classificagdo baseia-se nas diferencas de
parentesco evolutivo e taxonomia dos fungos, na gama de hospedeiros que contaminam e nas
fungdes ecologicas dos fungos. Esses dois grupos sdo divididos em classes, os C-endofitos
indicam apenas uma classe, enquanto os NC- endofitos indicam trés. Cada classe caracteriza-
se pelos seguintes parametros: gama de hospedeiro, tecidos colonizados, limitada ou extensa
colonizacdo da planta, alta ou baixa biodiversidade vegetal, tipo de transmissao e os beneficios

(RODRIGUES et al., 2011).

Os C-endéfitos compreendem espécies de vida livre e organismos associados a insetos,
fungos, gramineas, juncos e ciperaceas. Esse grupo ¢ derivado da ordem Hypocreales a qual é
composta por linhagens de patdgenos e endofiticos. Esses micro-organismos apresentam
transmissao vertical, ou seja, as plantas parentais distribuem os fungos para as plantulas via

infeccoes de sementes (SAIKKONEN et al., 2002)

A maioria dos C-endoéfitos é responsavel por aumentar a resisténcia dos hospedeiros perante a
herbivoria de insetos (XIAO et al., 2014; WU et al., 2015; AMATUZZI et al., 2018). Além
dessa fungdo, esses microrganismos apresentam uma variedade de outras atividades. Entretanto
demonstrou-se que alguns C-enddfitos ndo apresentam esses beneficios em relagdo ao
hospedeiro, sendo necessario analisar as plantas em condigdes naturais para avaliar os reais
beneficios (FAETH et al., 2006). Outras vantagens relacionadas a esses micro-organismos
referem-se a resisténcia as doengas, melhoria na ecofisiologia das plantas a fim de promover

melhor adaptacdo a condigdes de estresse (WU et al., 2015).

O segundo grupo, os NC-endofitos apresentam alta diversidade, pode desenvolver-se
nos tecidos encontrados tanto acima, quanto abaixo do solo, geralmente apresentando extensa
colonizacdo dos tecidos do hospedeiro. A maioria dos componentes dessa classe pertence ao
filo Ascomycota e os demais componentes pertencem ao filo Basidiomycota. Uma das
principais caracteristicas dessa classe ¢ a capacidade de conceder tolerancia as condigdes de

estresse especificas para as plantas (FERNANDES, 2015).
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Os fungos endofiticos representam uma grande fonte de recursos genéticos e bioldgicos,
com inumeras aplicacdes biotecnologicas. Desse modo, atividades de coleta, isolamento,
identificacdo, cultivo e ensaios quimicos/biologicos sdo etapas cruciais no desenvolvimento de

pesquisas em varios laboratdrios e centros de pesquisas académicas.

Segundo Oliveira (2021) o isolamento de um fungo endofitico envolve cuidados
especificos, uma vez que estes se encontram no mesmo ambiente dos epifiticos e patdgenos. A
coleta do material deve ser feita, preferencialmente, nos tecidos saudaveis que ndo apresentam
manchas ou herbivoria. Outros pontos importantes para a coleta sdo espécie da planta, os 6rgaos

e partes selecionadas, condi¢cdes ambientais e fisicas do local e estagdo do ano (JIA et al., 2016).

Os fungos endofiticos desempenham um importante papel na agricultura, e vém sendo
cada vez mais utilizados como agentes de biocontrole de pragas e doengas e por influenciarem
de forma positiva no crescimento vegetal pela producao de fitoreguladores (AFZAL et al.,
2014). Segundo Afzal et al. (2014), os fungos endofiticos sdo capazes, ainda, de elevar a
resisténcia das plantas a seca e auxiliar na fixagdo nao simbidtica de nitrogénio atmosférico,
tornando-os bons agentes alternativos e viaveis para uma produgdo agricola mais sustentavel.
A inducdo de tolerdncia aos mais variados fatores como estresses abioticos, extremos de
temperatura, deficiéncia nutricional e presenca de metais toxicos, também sao algumas das
vantagens da presenca de endofitos em espécies vegetais (GROVER et al., 2011, DANTAS et
al., 2021).

Santos e Silva (2014) demonstraram que os fungos endofiticos também podem ser
utilizados como antagonistas no controle bioldgico de patégenos de plantas. Sabe-se que o
controle quimico ¢ o método mais utilizado no meio agricola e de forma intensiva, mas o seu
uso estd aliado a varias desvantagens que incluem resisténcia microbiana, contaminacdo
ambiental, contaminagdo do produtor, um elevado custo de producdo (SANTOS e SILVA,
2014), eliminacao de inimigos naturais de diferentes pragas e danos na microbiota benética dos
vegetais (ETHUR et al., 2007). Dessa maneira, o uso de micro-organismos que possam inibir o
desenvolvimento de fitopatdgenos ou que possam atuar como entomopatogénicos € uma
alternativa viavel que pode reduzir ou até eliminar a necessidade de utilizacao de quimicos na

agricultura (SOUSA; SOARES e GARRIDO, 2009).

Os estudos com fungos endofiticos de espécies vegetais de interesse agrondomico

também devem levar em consideragdo as interagdes existentes entre 0S micro-organismos, suas
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aplicagdes e seu deslocamento no hospedeiro, uma vez que ja foi relatado na literatura que a
atuacdo dos endofiticos ndo acontece de forma individual, mas a partir de relagdes com a
microbiota nativa e com o metabolismo da planta em que esta inserido (STROBEL, 2018). O
desenvolvimento de pesquisas que envolvam esse tipo de interagdo e que trabalhe com a mistura
de isolados endoéfitos benéficos de forma a elevar a capacidade de controle de doengas e de
promogao de crescimento, seria de grande relevancia e viabilizaria a introducdo desses micro-

organismos nas praticas agronémicas (OLIVEIRA, MATTOS e RODRGUES -FILHO, 2021).

O estudo quimico de fungos endofiticos levou ao isolamento de uma grande diversidade
de substancias pertencentes a diversas classes de metabolitos secundarios, incluindo, alcaldides,
peptideos, estereodides, terpendides, compostos fenodlicos, quinonas e flavonodides, portanto com

potencial de aplicag¢des biotecnoldgicas (OLIVEIRA et al., 2015, SILVA et al., 2022).

Além da variedade de metabdlitos que os fungos endofiticos sdo capazes de produzir,
outra vantagem do seu uso ¢ a possibilidade de controlar os processos operacionais de maneira
relativamente simples. Comparados as plantas, os fungos apresentam crescimento mais rapido
em termos de tempo e espaco, além de possibiltar o direcionamento da producao de metabolitos
de interesse através das condi¢des de cultivo (pH, substrato, temperatura e aeragdo) (BUTLER;

FONTAINE; COOPER, 2014; OLIVEIRA, MATTOS e RODRGUES -FILHO, 2021)

Todos os vegetais superiores estudados até o momento apresentam microrganismos
endofiticos, sendo possivel o isolamento de um grande nimero de espécies a partir de um tinico
hospedeiro. Entretanto, somente algumas, normalmente as espécies e/ou linhagens especificas
do hospedeiro, estdo presentes em quantidades significativas. As pesquisas desenvolvidas na
area tém demonstrado que cada hospedeiro abriga um conjunto caracteristico de endofiticos e
que estes lhes sdo geralmente especificos (SAVI et al., 2019). A composi¢do e frequéncia,
entretanto, podem ser significativamente afetadas por fatores tais como: grau de umidade
ambiental, distribuicdo geografica (tém sido observadas diferencas bastante significativas na
microbiota endofitica de espécies vegetais fora de seu habitat natural), posi¢ado relativa na planta
(altura em relacdo ao solo), idade da planta, 6rgdo da planta, entre outros (OLIVEIRA,

MATTOS e RODRGUES -FILHO, 2021).

Pode-se ainda inferir que plantas medicinais contenham micro-organismos que
mimetizem a quimica da hospedeira ¢ que sejam capazes de produzir o mesmo produto natural

bioativo ou, at¢ mesmo, derivados com maior bioatividade (OLIVEIRA et al., 2021). Esta
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possibilidade permitiria a obtencdo destes compostos por processos fermentativos, em
contraposi¢cao aos processos extrativos tradicionais, com vantagens relacionadas a regularidade
¢ uniformidade de produgdo e aos ganhos ambientais. Um exemplo importante ¢ o taxol (Figura
1), produzido também por plantas, um potente antitumoral ¢ encontrado em quantidades
extremamente pequenas na casca interna de espécies de 7axus, arvore de crescimento lento de
regides da costa oeste dos Estados Unidos. Foram isolados, a partir dessas espécies vegetais,
fungos endofiticos capazes de produzir o taxol, por exemplo, o Taxosmyces andreanae (Figura
1b) isolado de Taxus brevifolia (Figura 1a), abrindo a possibilidade de sua obtengdo por via
fermentativa, com custos mais baixos ¢ maior disponibilidade (WANG et al., 2000; LI et al.,
1998; SU et al., 2001). Posteriormente, foram descobertos outros fungos endofiticos, isolados
de plantas que nao Taxus sp., capazes de produzir o taxol, sugerindo que esta substancia, que ¢
um fungicida, teria a func¢do proteger a planta hospedeira de patégenos (LI, SIDHU e
STROBEL 1998; LI e STROBEL, 2001).

Outra substancia bioativa extraida de plantas e que pode ser obtida por cultivo de fungo
endofitico ¢ a podofilotoxina (Figura 2a), sintetizada pelas espécies vegetais em extingao
Podophyllum spp. e com aplicagdo como anticancer, antiviral, antibacteriano,
imunoestimulador e antireumdtico. Recentemente, foi reportado o isolamento do fungo
Trametes hirsuta a particr de Podophyllum hexandrum, espécie que produz podofilotoxina e
lignanas biologicamente ativas, com propriedades antioxidantes, anticancer e radioprotetora
(PURI et al., 2006). Outro exemplo de substancias produzidas por fungos associados a plantas,
sdo os alcaloides “ergot”, os quais tem analogia estrutural com aminas enddgenas como a
noradrenalina, dopamina e serotonina e quando usados em baixas doses tem efeito como
vasoconstritor. Um exemplo € a ergotamina, produzida pelo fungo Claviceps purpurea, que

atua como estimulador da contrag@o uterina (BACON e HINTON, 1988).

Figura 1: Producao do taxol (1) pela espécie hospedeira Taxus brevifolia (1a) e Taxomices andrenae

(1b), endofitico associado.

g

Fonte: https://commons.m.wikimedia.org/wiki/File: Trametes_hirsuta_al (1).JPG.
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Figura 2: Produgio de podofilotoxina (2) pela espécieTramites hirsuta (2a), endofitico associado a

espécie Podophillum hexandrum (2b).

Fonte: https://images.app.g0o.gl/qQM8YTtq7E9rbhqMO9.
3.2 Plantas invasoras e o Capim annoni

A invasdo de uma 4area natural por espécies vegetais ¢ um dos maiores problemas ambientais
atuais, esse problema decorre da introdugdo, espontdnea ou intencional de plantas exoticas
(FERNANDES ¢ BARBOSA, 2013), representando uma das principais causas da perda de diversidade
no mundo (FERREIRA e FILIPPI, 2010).

A répida sobreposi¢do de areas ocupadas por espécies nativas ¢ atribuida a certas carateristicas
comuns das espécies invasoras, tais como a producdo de sementes de pequeno tamanho em grande
quantidade, dispersdo por vento, maturagdo precoce, formacdo de banco de sementes com grande
longevidade no solo, reproducdo por sementes e por brotacdo, crescimento mais rapido que o de espécies
nativas, longos periodos de floracao e frutificagdo, pioneirismo ¢ adaptacdo a areas degradadas além da
produgdo de toxinas bioldgicas que dificultam ou impedem o crescimento de plantas de outras espécies

(alelopatia) e a auséncia de inimigos naturais (MAGALHAES e SILVA-FORSBERG, 2016).

Com essas caracteristicas, o capim annoni (Eragrostis plana Nees) esta entre as espécies
exoticas invasoras de maior impacto no bioma Pampa. Esta espécie, originaria do sudoeste da Africa,
foi introduzida acidentalmente no Brasil na década de 1950, como contaminante de sementes de capim-
de-rhodes (Chloris gayana Kunth) e capim-chordo (Eragrostis curvula Schrader) (MEDEIROS e
FOCHT, 2007).

Embora, inicialmente acreditou-se no seu potencial como forrageira, longos estudos apontaram
a deficiéncia em qualidade e palatabilidade (NASCIMENTO e HALL, 1978), ndo oferecendo suporte
nutricional para ovelhas adultas e cordeiros (OTT e AMARAL, 2016), resultando em baixa producdo
animal. Estas informag6es levaram pesquisadores, extensionistas e produtores rurais a caracterizarem a
espécie como de baixo valor forrageiro, com caracteristicas de planta invasora, dominante ¢ de dificil

erradicagdo (SCHEFFER-BASSO et al., 2016). Assim, a portaria MA n° 205, de 13 de marco de 1979



21

do Ministério da Agricultura, proibiu a comercializagdo, o transporte, a importagdo e exportagdo de suas

sementes e mudas no RS.

Mesmo com essas medidas, a ocupagdo do capim annoni nos campos do bioma Pampa
¢ alarmante e crescentes sdo as perdas em decorréncia dessa invasdo. Perdas tanto econdmicas,
especialmente na atividade pecudria, quando se observa o déficit no ganho de peso dos animatis,
comparados aqueles criados em campo nativo sem infestacao por capim annoni (FERREIRA e
FILIPPI, 2010); mas, principalmente, perdas ambientais, quando se atenta para as espécies

nativas que estdo sendo suprimidas e substituidas por essa espécie invasora.

Relativo sucesso no controle do alastramento da espécie tem sido obtido através do uso
de herbicidas quimicos (PEREZ, 2015). No entanto, o custo ambiental devido ao uso
indiscriminado dessas substancias é enorme, pois desfavorece a estabilidade ecologica de
sistemas naturais, contaminando e empobrecendo o solo e as aguas subterraneas (OOTANI et

al., 2013, REICHERT JUNIOR, 2017).

Alternativamente, a utiliza¢ao de insumos biologicamente ativos na agricultura, aliado
ao desenvolvimento e uso de técnicas de extragdo, purificagdao e identificacdo de compostos
presentes em matrizes naturais, como por exemplo microrganismos, tem demonstrado o efeito
benéfico da utilizagao de metabdlitos secundarios nas mais variadas areas (MALDANER et al.,

2021).
3.3 Os impactos causados pelo uso crescente de agrotoxicos

A utilizagdo excessiva de agrotoxicos na agricultura vem sendo considerado um agente
significativo na contaminagdo do solo, das dguas e do ar devido a sua toxicidade e o aumento
crescente de seus teores encontrados no ambiente (SILVERIO et al., 2012). Supde-se que
apenas 30% do total de agrotdxico fica na planta. Os resultados desfavoraveis desses produtos
nos ecossistemas naturais e cultivados abrangem, além da contaminagdo do ambiente, a
modificagdo da microbiologia do solo, a morte de polinizadores e de organismos que sdao
capazes de controlar as populacdes de pragas e prejuizos as lavouras (FREITAS e PINHEIRO,
2010). Os fertilizantes quimicos, se utilizados excessivamente, também ocasionam impactos
significativos no ambiente, sendo capaz de levar a polui¢do de cursos d’agua, lagos e
mananciais, acidificagdo dos solos, contaminagao de aquiferos, geragdo de gases relacionados

ao efeito estufa e estrago da camada de ozonio (SAMBUICHI et al., 2012).
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Desse modo, os efeitos gerados no solo podem causar impactos nas aguas
superficiais e subsuperficiais e, estas, por sua vez, podem afetar a fauna e os seres humanos. De
acordo com Silvério et al., (2012), o aproveitamento dessas dguas ou suas reutilizagdes na
agricultura podem suceder em riscos a satde publica, além da contamina¢do de recursos
naturais. Assim, a permanéncia, a intensidade e os riscos desses impactos sobre 0s recursos

naturais ¢ a biodiversidade, no decorrer do tempo, necessitam ser mais pesquisados.

A venda total de agrotoxicos em 2022 foi de 685.745,68 toneladas de ingredientes
ativos, o que representa um aumento de 10,51% nas vendas internas desses produtos “Quimicos
¢ Bioquimicos” em relagdo a 2019. Foram identificados 309 ingredientes ativos, quimicos ¢
bioquimicos, sendo os dez mais comercializados: Glifosato; 2,4-D; Mancozebe; Atrazina;

Acefato; Clorotalonil; Malationa; Enxofre; Imidacloprido e Clorpirifés (IBAMA, 2022).

Informagdes sobre as quantidades de produtos usadas e suas tendéncias ao longo do
tempo podem auxiliar na tomada de decisdes regulatorias, no direcionamento da fiscalizagao e
em decisOes sobre investimentos, estudos e pesquisas para registro de alternativas menos

impactantes. (IBAMA, 2022)

Nesse contexto, torna-se necessario avangar nas discussoes de praticas alternativas ao

uso indiscriminado dos agrotoxicos, tais como a aplicagdo de bioinsumos.

Bioinsumo ¢ classificado como produto de origem biolégica formulado com
microrganismos (por exemplo, bactérias, fungos, nematdides e virus) ou com compostos
bioativos microbianos ou plantas, que limitam ou reduzem as populagdes de pragas, ou sao
utilizados para melhorar a produtividade, a qualidade e a saude das plantas ou as caracteristicas
biologicas do solo (MARCHESE; FILIPPONE, 2018; SAMADA; TAMBUNAN, 2020). Os
bioinsumos podem vir de uma grande diversidade de organismos e muitos produtos ja foram

langados e registrados no mercado agricola (SAMADA; TAMBUNAN, 2020).

Os bioinsumos exercem um papel fundamental na protecdo da cultura, especialmente
em areas onde a resisténcia a pesticidas, nichos de mercado e preocupagdes ambientais limitam
o uso de agrotoxicos. Os bioinsumos mais comumente usados sdo organismos Vivos,
patogénicos para a praga de interesse. O crescente interesse no uso de bioinsumos pode estar
relacionado aos beneficios associados: i) beneficio ecologico; eles sdo menos toxicos e
prejudiciais do que os pesticidas convencionais, reduzindo assim a exposi¢do dos consumidores

aos pesticidas regulamentados; ii) especificidade de alvo; projetado para afetar apenas a praga



23

alvo e organismos intimamente relacionados, em contraste com os pesticidas convencionais que
podem afetar outros organismos diferentes, como pdassaros, insetos e mamiferos; iii)
ambientalmente benéfico; muitas vezes sdo eficazes em pequenas quantidades, decompdem-se
rapidamente, resultando em menor exposi¢do ¢ efeitos adversos limitados no meio ambiente,
flora e fauna e evitando problemas de polui¢do ¢; iv) adequacao; reduz muito o uso de pesticidas
convencionais quando usados como um componente de programas de manejo e controle de

pragas, enquanto os rendimentos das colheitas permanecem altos (ABBEY et al., 2019).

Alguns paises té€m alterado suas politicas para desencorajar o uso de produtos quimicos
¢ promover bioinsumos (AJMAL et al., 2018). H4 um esfor¢o internacional no sentido de
organizar as agoes de incentivo a bioinsumos, dentre elas: harmonizar conceitos, propor testes
necessarios para registro, estimular novos processos de registros que considerem as
multifuncionalidades dos bioinsumos, adequar marcos regulatérios e normativos, instituir

linhas de fomento ao desenvolvimento dos bioinsumos (VIDAL et al., 2020).

Os bioinsumos constituem hoje uma nova promessa tecnologica que abre a
possibilidade de reconciliar interesses dentro do ambito agricola, oferecendo solugdes
inovadoras para responder a um crescimento cada vez maior por parte dos consumidores e setor

produtivo que exigem mudangas ao uso expressivo de agrotoxicos (VIDAL et al., 2020).

Os bioinsumos sdo uma alternativa que esta cada vez mais presente no manejo da
cultura, complementando o manejo convencional, por representarem op¢des economicamente

atrativas e ecologicamente aceitaveis (MARCHESE; FILIPPONE, 2018).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Selecio dos microrganismos

Para realizacdo deste trabalho foram selecionadas as cepas FB2C2 e L18 (Lasiodiplodia
pontae), ambos preservados na micoteca do Laboratoério Multidisciplinar de Biologia da
Faculdade de Quimica. A cepa FB2C2 foi isolado como endofitica da palmeira babacu (Attalea
speciosa), enquanto L18 isolada como fitopatégeno do caju (Anacardium occidentale). A cepa
FB2C2 foi isolada pelo grupo de pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da
FAQUIM/UNIFESSPA, Maraba/PA, enquanto a cepa L18 foi cedida pela Embrapa
Agroindustria Tropical, Fortaleza/CE.

4.2 Producao de extratos orginicos

Para a producdo dos extratos organicos, ambos os isolados foram reativados em placas
de Petri usando BDA (batata, dextrose, agar) como meio de cultura. Apods reativacao,
fragmentos de micélio foram inoculados em frascos Erlenmeyers (500 mL) contendo meio de
cultura sélido (arroz tio Jodo parbolizado estéril). Apods inoculo, os frascos Erlenmeyers foram
incubados em camara tipo BOD por um periodo de 30 dias a temperatura de 27°C. Apds o
periodo de cultivo, a triplicata de cada uma das cepas foi submetida a extragdo utilizando
metanol como solvente orgénico extrator. Para a extracdo foram utilizados 300 mL por frasco
Erlenmeyer divididos em duas etapas equitativas. Apds a extragdo o material extraido foi
concentrado em rotaevaporar com o auxilio de vacuo e sob aquecimento para a obtencao dos
extratos metanolicos. Os extratos obtidos foram testados quanto ao seu potencial bioherbicida

e analisados por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H).
4.3 Teste biohercida

Os extratos metandlicos obtidos a partir do cultivo em meio solido dos isolados FB2C2
e L18 foram testados nas concentracdes de 0,125; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 % (m/v) para avaliagdo
do potencial bioherbicida de ambos. Os experimentos foram desenvolvidos visando a inibigao
da germinacdo e¢ do desenvolvimento das plantulas de capim annoni. Em paralelo aos
experimentos com os extratos diluidos em agua:alcool foram desenvolvidos experimentos

controle a partir da mesma propor¢ao dgua: alcool utilizada na dilui¢do dos extratos.

As sementes de capim annoni foram dispostas sobre papel de germinacdo do tipo mata-

borrao em caixas gerbox (capacidade 250 mL, medida 11 x 11 x 3,5 cm). O papel de germinagao
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foi umedecido com as solugdes previamente preparadas de cada tratamento em um volume de
5 mL por repeticdo, sendo reaplicados 1 mL a cada trés dias para evitar a desidratacdo. Foram
utilizadas quatro repeti¢des por tratamento. Cada repeticdo consistiu de uma caixa do tipo

gerbox com 20 sementes de capim annoni (Figura 3).

Figura 3: Distribui¢do das sementes de capim annoni em caixa gerbox

FONTE: SOUSA, B. F, 2022.

Os testes foram realizados em sala de crescimento climatizada, com temperatura
controlada de 25 °C + 2 e fotoperiodo de 12 horas. Foram feitas contagens diarias da germinagao

e o potencial germinativo foi avaliado através das seguintes variaveis:

Germinacio acumulada (GA) — Adaptado de Brasil (2013), foi realizada a contagem
ao final de 10 dias apds a incubagdo, com o resultado expresso em porcentagem. Foi
considerada como germinada a semente que emitiu a radicula com no minimo 2 mm de

comprimento;

Sementes mortas (MO) — Realizada concomitantemente com a germinacao acumulada,
sendo que as sementes que ndo germinaram, foram classificadas como mortas. O resultado foi

€Xpresso em porcentagem.

indice de velocidade de germinacio (IVG) — Determinado através de contagens
diarias da germinagdo durante 10 dias. Os valores obtidos foram calculados pela seguinte
formula: IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... Gn/Nn (MAGUIRE, 1962); onde, IVG = indice de
velocidade de germinagdo; G1, G2,.... Gn = niimero de plantulas normais computadas na
primeira contagem, na segunda contagem ¢ na ultima contagem; N1, N2,... Nn = nimero de

dias da semeadura a primeira, segunda ¢ ultima contagem.
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Ao final do teste também foi feita avaliacdo do desenvolvimento inicial das plantulas

de capim annoni através de medi¢des de altura das plantulas e contagem de perfilhos.
4.4 Analise preliminar do perfil quimico dos extratos

Para uma abordagem prévia do perfil quimico, 10 mg de cada um dos extratos foram
analisadas por espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de H (RMN 'H) em um
espectrometro Ascend 400 MHz da Bruker, em colabora¢dao com a Universidade Federal do

Para. Para analise as amostras foram solubilizadas em DMSO deuterado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados aqui expressos constituem em parte, dados da dissertagdo do discente
Anderson Rodrigues Silva, em especial o isolamento e identificacdo do isolado FB2C2. O
endofitico FB2C2 foi isolado dos frutos do babacgu ¢ identificado por analise molecular como

Daldinia eschscholtzii.
5.1 Avaliacao dos testes bioherbicida

A partir dos dados obtidos nos experimentos bioherbicidas do isolado FB2C2 (D.
Eschscholtzii) fica evidente a necessidade de novos experimentos a partir de concentragdes
menores, uma vez que se teve 100% de inibicdo da germinac¢do nas concentragdes iniciais
testadas. Esse ocorrido desperta ainda mais o interesse na busca de substancias bioativas

produzidas pelo isolado FB2C2, na perspectiva do controle do capim annoni.

Nos testes a partir do isolado L18 foi observado percentuais de inibigdo da germinagao
correlacionados a concentragdao testada, ou seja, quanto maior a concentragcdo, maior o
percentual de inibicdo, alcangando 90% de inibi¢do na maior concentracgao testada (1 % m/v).

Esses resultados podem ser observados na tabela 1.

Acompanhando os resultados da GA do extrato L18 a mortalidade foi crescente com o
aumento da concentracdo do extrato. No que se refere a velocidade de germinacao, o indice de
velocidade de germinagao (IVG) foi significativamente reduzido em concentragdes a partir de

0,25%.

Embora ndo tenha sido avaliado o sistema radicular, por se tratar de um ensaio in vitro
e, nesse caso, o desenvolvimento radicular ser insuficiente para permitir tais avaliagdes, as
consequéncias no crescimento inicial ja puderam ser percebidas ao final de dez dias. O dano
visual foi crescente com o aumento das concentragdes. O extrato do isolado L18 prejudicou o
crescimento do capim annoni, sendo observada redugcdo que se aproxima de 50% na altura
quando em exposicdo a 0,5% do extrato. Como consequéncia da inibicdo do crescimento em
altura, o perfilhamento e a biomassa também foram progressivamente reduzidos pela exposicdo

ao extrato (Tabela 2).
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Tabela 1: Germinagdo acumulada (GA), sementes mortas (MO), indice de velocidade de germinacdo (IVG) e
Tempo médio de germinacdo (TMG) de sementes de capim annoni expostas a diferentes concentragdes (%) do
extrato metandlico do isolado L18.

Tratamento Germinacao Mortas (%) IVG ™G

acumulada (%)

Controle H;O 92,5 7,5 2,64 5,05
0,125 % 72,5 27,5 2.07 5,42
0,25 % 47,5 52,5 1,36 5,1

0,5 % 25,0 75,0 0.71 4,3
0,75 % 15,0 85,0 0.42 7,6
1,0 % 10,0 90,0 0,28 7

Tabela 2: Altura, perfilhamento e biomassa de plantulas de capim annoni submetidas a diferentes
concentragdes (%) do extrato metanodlico do isolado L18.

C.H,0 C. Alcool 0,125 0,25 0,5 0,75 1,0
Altura 1,22 1,15 1,33 1,13 0,82 - 0,22
Perfilhament 0,55 - 1,03 1,04 1,04 - 1,0

0

Biomassa 0,0306 0,0100 0,0047 0,0060 0,0010 0,0020
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Daldinia eschscholtzii caracterizado como endofito filamentoso ¢ comumente
encontrado em plantas lenhosas (STADLER et al., 2014). Estudos quimicos a partir de Daldinia
spp. levaram a identificagdo de varios metabdlitos bioativos, incluindo derivados de
benzofenonas, triterpendides, benzoquinonas, esteroides, heptentriois, policetideos,

ortosporinas (ZHANG et al., 2011).

Os registros voltados aos testes de bioatividade associados a extratos e substincias
isoladas a partir de Daldinia spp. revelam potencial antimicrobiano, antioxidante e
antiinflamatério (KIM et al., 2020). Apesar de resumido o levantamento bibliografico ndo
foram encontrados registros referentes ao potencial bioherbicida de produtos obtidos a partir de
espécies Daldinia, o que valoriza os resultados encontrados e motiva a realizagdo de estudos

adicionais na investigag¢do do potencial bioherbicida e caracterizagdo quimica dos extratos.
5.2 Perfil quimico preliminar dos extratos organicos

Ambos os extratos metandlicos foram submetidos a analise espectroscopica via RMN
'H. O espectro de RMN 'H de ambos os extratos (Figura 4 e 5) deixa em evidéncia a produgdo
de compostos hidroxilados, dada a riqueza de sinais na regido entre 3,0 e 4,0 ppm. Apesar de
nao serem observados outros sinais que caracterizariam outras classes de compostos nao ¢
possivel destacar a presenca destas, uma vez que nao houve qualquer tratamento de amostra
prévia a aquisicdo dos espectros. O que dita a necessidade de uma investigacdo mais
aprofundada dos extratos, em especial aquele que apresentou atividade herbicida na menor

concentragao testada frente ao capim annoni.



Figura 4 — Espectro de RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) do extrato metandlico de L. pontae (L18).
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Figura 5 — Espectro de RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz) do extrato metanolico de D. eschscholtzii (FB2C2).
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6. CONCLUSAO

Em busca de recursos naturais com potencial de aplicacdo como bioherbicida, foram
produzidos cultivos microbianos a partir de D. eschscholtizii € L. pontae ¢ a partir destes foram
obtidos extratos metandlicos. Os extratos foram avaliados quanto ao potencial para inibir a
germinagao ¢ o desenvolvimento de plantulas do capim annoni. O extrato metandlico obtido a
partir do cultivo de D. eschscholtizii mostrou-se mais eficiente, uma vez que inibiu em 100% a
germinagdo de sementes ja na menor concentragao testada, enquanto o extrato metandlico de
L. pontae s6 alcangou 90% de inibi¢do na concentragdo maxima de 1% m/v e na avalia¢do do
desenvolvimento das plantulas prejudicou o crescimento do capim annoni, sendo observada

redugdo que se aproxima de 50% na altura quando em exposi¢ao a 0,5 % do extrato.

No que se refere as analises de caracterizagdo quimica, para ambos os extratos foram
observados sinais que caracterizam compostos polihidroxilados, como sacarideos, porém,

ambos os extratos ndo sofreram qualquer tipo de pré-tratamento.

Apesar de preliminares, os resultados sdo promissores € incentivam a realizacdo de

estudos mais aprofundados.
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