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RESUMO

Os agrotdxicos sdo utilizados em larga escala na agricultura atualmente. Entretanto, pouco se
sabe sobre o efeito desses produtos nos organismos ndo alvo. Nesse sentido, este trabalho
objetivou testar, in vitro, o efeito de dois herbicidas sobre o crescimento micelial de Rhizopus
sp. e Colletotrichum gloeosporioides. Apds o crescimento das colbnias até a borda da placa,
repicou-se 0s fungos para as placas contendo solucGes dos herbicidas, Fomesafen e 2,4-D,
misturadas ao meio de cultura. Os testes foram realizados de forma independentes. Em cada
experimento foram testadas cinco doses de cada herbicida, sendo utilizadas trés repeticfes por
dose. Cada experimento foi repetido trés vezes. Os herbicidas foram incorporados,
separadamente ao meio BDA fundente nas concentragfes de 10%, 1,0%, 0,1% e 0,01% da
dosagem recomendada pelo fabricante. Nas testemunhas (T0), os herbicidas foram
substituidos por agua esterilizada. Apos a solidificacdo do meio, foi realizada a repicagem dos
fungos. Posteriormente, as placas foram vedadas e levadas para incubacdo em camara BOD.
O delineamento experimental utilizado com cada fitopatdgeno foi inteiramente ao acaso em
arranjo fatorial completo (dose x herbicida). Apos a anélise de variancia foi realizada anélise
de regressdo do percentual de inibicdo de crescimento micelial em funcdo da dose. Foram
ajustados modelos lineares que melhor explicaram cada situacdo. Todas as analises foram
realizadas considerando-se o nivel de probabilidade de 5%. Houve 100% de inibicdo do
crescimento de Rhizopus sp. quando em contato com o herbicida Fomesafen nas dosagens de
1% e 10% da recomendada pelo fabricante. Esse mesmo fungo teve seu crescimento anulado
na dosagem de 10% do herbicida 2,4-D. J& C. gloeosporioides teve sua inibicao total nas
doses de 1% e 10% quando exposto ao herbicida 2,4-D. Quando exposto ao Fomesafen,
houve inibigéo total somente na dose de 10%. Para o Fomesafen, a dose minima de inibic&o
total para Rhizopus sp. foi de 2,5 g ia/ha e 679 ia/ha do herbicida 2,4-D. Para o C.
gloeosporioides a dose minima para inibir totalmente o crescimento do fungo foi de 25 g ia/ha
do herbicida Fomesafen e 6,7 g ia’ha de 2,4-D. Conclui-se que os fungos reagiram de maneira
diferente em relacdo a cada herbicida, sendo que a dosagem mais alta utilizada neste trabalho,

inibiu totalmente o crescimento dos dois fungos independente do herbicida.

Palavra-chave: Herbicidas; Rhizopus; Colletotrichum.



Abstract

Pesticides are used extensively in agriculture today. However, little is known about the effect
of these products on non-target organisms. Therefore, this study aimed to test in vitro the
effect of two herbicides on the mycelial growth of Rhizopus sp. and Colletotrichum sp. After
growth of the colonies to the edge of the plate-peaked if the fungi plates containing solutions
of herbicides and 2,4-D Fomesafen, mixed with the culture medium. The tests were
performed independent manner. In each experiment were tested five doses of each herbicide
being used three replicates per dose. Each experiment was repeated three times. The
herbicides were incorporated separately flux to BDA medium at concentrations of 10%, 1.0%,
0.1% and 0.01% of the dosage recommended by the manufacturer. In the controls (T0), the
herbicides were replaced by sterile water. After solidification of the medium, pricking of
fungi was made. Subsequently, the plates were sealed and taken to incubation in growth
chamber. The experiment with each pathogen was completely randomized in complete
factorial (dose x herbicide). After the analysis of variance was performed regression analysis
of the percentage inhibition of mycelial growth depending on dose. Linear models were
adjusted to better explain the situation. All analyzes were done considering the probability
level of 5%. There was 100% inhibition of growth of Rhizopus sp. when in contact with the
herbicide Fomesafen the dosages of 1% and 10% of the recommended by the manufacturer.
This same fungus had their void growth at the dosage of 10% of the herbicide 2,4-D. C.
gloeosporioides already had a total inhibition at doses of 1% to 10% when exposed to 2,4-D.
When exposed to Fomesafen, there was total inhibition at a dose of only 10%. For Fomesafen,
the minimum amount of total inhibition for Rhizopus sp. was 2.5 g ai / ha 67g ai / ha 2,4-D.
To C. gloeosporioides the minimum dose to completely inhibit the growth of fungus was 25 g
ai / ha fomesafen and 6.7 g ai / ha 2,4-D. It is concluded that fungi reacted differently for each
herbicide, with the highest dose used in this study completely inhibited the growth of both
fungi independent of the herbicide.

Palavra-chave: Herbicides; Rhizopus; Colletotrichum.
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1 INTRODUCAO

Devido ao aumento populacional, abertura de novos mercados e expansdo das
fronteiras agricolas, o indice de producdo do setor primario vem sofrendo avancos
significativos no que diz respeito aos niveis de tecnificacdo. Esses avangos baseiam-se em
praticas como o uso intensivo do solo, investimentos em tecnologia de precisdo, aumento no
uso de agroquimicos e fertilizantes, além de uso de cultivares melhoradas (SILVA, 2012).

Dentre as técnicas supracitadas, o emprego de produtos quimicos no controle de
pragas nas lavouras tem sido empregado em larga escala. Entretanto, é de suma importancia
gue se observe o efeito dessas moléculas nos organismos nao-alvo (DUKE et al., 2006).

Véarios métodos podem ser usados no controle de plantas invasoras para inibir a
competicdo com as plantas cultivadas. Porém, o controle quimico ainda é mais empregado nas
grandes lavouras devido a maior praticidade em relacdo aos outros meios (RIZZARDI et al.
2003).

Os efeitos dos herbicidas no desenvolvimento de doengas geralmente resultam de
interacOes do seu efeito direto no patdgeno e de efeitos indiretos em respostas mediadas pelas
plantas (DEVINE et al., 1993).

Para que sejam eficientes, os herbicidas devem ter uma forte atividade bioldgica
contra as plantas de maneira direta. Indiretamente, eles podem influenciar outros parametros,
inclusive a susceptibilidade das plantas as doencas (DUKE et al., 2006).

Quando ocorre reducdo da intensidade de doencas fungicas por herbicidas, geralmente
ha reducdo do crescimento do micélio ou inibi¢do da esporulacdo (DUKE et al., 2006).

Muitos dos efeitos dos herbicidas tem sido observados em campo. Entretanto, essas
observacdes ndo permitem determinar se o efeito observado é devido a interacdo direta
herbicida-patdgeno ou ao efeito indireto, tornando as plantas menos ou mais resistentes ao
patégeno (RIZZARDI et al. 2003).

Os herbicidas podem aumentar ou diminuir a severidade das doencas devido a
alteracdes metabolicas e fisiologicas que suas moléculas desencadeiam no metabolismo das
plantas. Nesse sentido, seus mecanismos de defesa estdo diretamente ligados nesses
processos, dependendo entdo, do mecanismo de acdo do herbicida, pois dependendo do
principio ativo, o acimulo de fitoalexinas pode ser inibido ou estimulado, sendo essa
considerada um dos principais mecanismos de defesa das plantas,estando diretamente

associada a prevencao da infecgdo por muitos patogenos (DUKE et al., 2006).



H& relatos de que os herbicidas pertencentes ao grupo dos difeniléteres, usados
comumente nas culturas de feijdo e soja, aumentam a sintese de compostos secundarios,
enquanto testes feitos com glifosato mostram efeito positivo na severidade das doencas,
devido a supressdo das suas defesas (RIZZARDI et al., 2003).

Outro aspecto importante inerente as estes xenobi6ticos é o fato de possuirem ou néo
efeito residual, uma vez que o solo € o destino final dos produtos quimicos usados na
agricultura, sejam eles aplicados diretamente no solo ou aplicados na parte aérea das plantas
(MANCUSO, 2011).

Diversos fatores interferem na dissipacdo desses produtos, entre eles, o tipo de solo,
pH, teor e o tipo de matéria organica e solubilidade do herbicida. Esses fatores interferem
diretamente no processo de sorcdo dessas moléculas aos coldides do solo, influenciando a
atividade da microbiota do solo (MANCUSO, 2011).

Segundo Spadotto (2015), a deriva também é um problema que ocorre no processo de
aplicacdo desses produtos, pois a molécula pode dispersar por grandes distancias. Isso pode
gerar o efeito de “’hormensis’’ no ambiente, alterando a atividade microbiana.

Os impactos causados pelo uso de agrotdxicos podem ser minimizados por meio da
utilizacdo consciente destes produtos quimicos. A qualidade da aplicacdo, a escolha certa do
produto e da dosagem adequada para determinada cultura além do conhecimento técnico por
parte dos profissionais sdo fatores determinantes para a manutencdo da qualidade e salde

ambiental, bem como para incremento da produtividade e reducdo de custos.

Dessa forma objetivou-se com a realizacdo do presente trabalho testar, in vitro, o
efeito de dois herbicidas sobre o crescimento micelial de Rhizopus sp. e Colletotrichum sp.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Interacdo herbicida-planta-patdgeno

Os agrotoxicos estdo entre os principais instrumentos do atual modelo da agricultura
brasileira, centrado em ganhos de produtividade, onde se tem atualmente, os herbicidas como
0s mais utilizados entre o grupo de agrotoxicos (IBGE,2015).

Embora visem o controle de plantas daninhas ou invasoras, estes produtos acabam
afetando os microrganismos ndo-alvo, inibindo ou acelerando seu crescimento.

Segundo Rizzardi et al. (2003) varios eventos bioquimicos e fisioldgicos acontecem

apos o herbicida agir em seu local primario. Alguns desses efeitos podem interferir nas



reacOes das plantas perante o ataque de patdgenos, aumentando ou diminuindo a severidade
das doengas.

No caso dos fungos fitopatogénicos, esses produtos podem aumentar ou diminuir a
progressdo de doencas causadas por eles (DUKE et al., 2006). Ahmad e Malloch (1995)
constataram aumento significativo na incidéncia de doencas ocasionadas por fitopatdgenos de
solo, devido ao uso de herbicidas, em virtude da diminuicdo de 40% da populacdo bacteriana,
disponibilizando assim, mais nutrientes para 0s organismos causadores de doengas.

Alguns herbicidas como os difeniléteres, contribuem para 0 aumento de compostos
secundarios que conferem maior resisténcia as plantas (DEVINE et al., 1993).
Hammerschmidt (2000) constatou aumento da inducdo de resisténcia a Sclerotinia
sclerotiorum em soja, associando a isto, o acumulo da fitoalexina gliceolina. Entretanto,
Lévesque & Rahe (1992) utilizando subdoses de glifosato, relataram a inibicdo das reacdes de
resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum em feijéo e para Fusarium spp. em tomate, em
virtude de alteracGes no metabolismo secundario das plantas.

A reducdo ou o aumento da progressdo de doencas ocorre devido a alteracdes
metabolicas e fisioldgicas nas plantas. Os mecanismos de defesa estdo envolvidos diretamente
nessas alteracdes. Para se defender dos agentes bioticos e abioticos, as plantas ativam estes
mecanismos, onde cada célula possui capacidade de defesa tanto induzida, quanto pré-
formada (BARBOSA, 2010).

Os herbicidas podem agir como indutor de defesa, como € o caso dos difeniléteres em
soja. Estes atuam como inibidores da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), enzima
envolvida na biossintese de citocromos de clorofila na rota fotossintética (DAN HESS, 2000).
Essa inibicdo resulta na producdo de forma reativas de oxigénio (FROs) e peroxidacdo de
lipidios (DEVINE et al.,, 1993). As FROs mediam a ativacdo dos genes de defesa
responsaveis pela sintese de fitoalexinas e, também, por reacdo de hipersensibilidade,
conferindo maior resisténcia. Assim, as FRO explicam o acimulo de gliceolina nas folhas
danificadas pelo herbicida lactofen utilizado na cultura da soja (DANN et al., 1999). O
mesmo autor, em outro estudo, relata que ndo houve reducdo do mofo branco causado por
Sclerotinia sclerotiorum quando usado o herbicida bentazon, que pertence ao grupo dos
inibidores do fotossistema 2.

Uma compreensdo mais detalhada desses efeitos em organismos néo-alvos fornecera
uma avaliacdo mais completa do impacto dos herbicidas na producdo da cultura. Segundo
Lydon & Duke (1989), se um herbicida alterar a resisténcia de uma planta daninha ou da

cultura a danos causados por patogenos, essa informacdo deveria ser considerada na



determinacdo do nivel de dano econdmico de sua utilizagdo, bem como na escolha do
herbicida e sua dosagem. Na escolha do herbicida deve-se considerar o impacto desse sobre a
doenca, bem como as consequiéncias do uso continuado do herbicida no potencial de inoculo
em condicdo de lavoura. De outra forma, o uso de subdoses de herbicidas que aumentem a
severidade do patégeno e ndo eliminem as plantas daninhas fard& com que as plantas
sobreviventes aumentem o potencial de indculo, ocasionando problemas para culturas que
serdo semeadas em sucessdo (RIZZARDI et al, 2003).

Verifica-se que muitos dos efeitos dos herbicidas sobre as doencas, e seus agentes
causais, ainda sdo desconhecidos, por isso um maior nimero de informacdes relacionadas a
este tema, poderia contribuir para o desenvolvimento de estratégias de controle de doengas em

diversas culturas causadas por fitopatdgenos.

2.2 Dinamica dos herbicidas no ambiente

Grande parte das moléculas desses produtos chega ao solo diretamente, como é o caso
dos pré-emergentes, e também, indiretamente, seja por deposicdo da planta tratada ou por
deriva durante a aplicacdo (MORAES; REZENDE, 1998). Uma vez na solucdo do solo, essas
moléculas podem seguir vérias rotas. Podem ser absorvidas pelas raizes e outros organismos
vivos, podem sofrer degradacdo quimica, biol6gica ou fotodegradacdo (superficie do solo) ou
ainda sofrer lixiviagdo por 4gua das chuvas ou irrigacdo (OLIVEIRA, 2014).

Para que um herbicida entre em processo de degradacdo, seja bioldgica ou por reagdes
quimicas diversas, ele primeiramente, deve estar na solu¢édo do solo, ou fracamente adsorvido,
do contrario torna-se indisponivel para o processo (DE OLIVEIRA et al., 2011).

O processo de degradacdo destes produtos, assim como em qualquer outro
xenobidtico, consiste na transformacéao de sua estrutura molecular, que pode ser tanto bio6tico
ou abidtico. As transformacdes abidticas estdo subdivididas em transformacfes quimicas e
fotodegradagdo. Uma das formas de transformacdo quimica é a hidrolise, que basicamente, é
uma ligacdo da molécula original com a agua, formando uma nova ligagdo carbono-oxigénio,
que resulta no rompimento de uma ligacdo de carbono com a molécula do produto.
Dependendo do teor de umidade do solo, a hidrolise pode apresentar acdo intensa,
principalmente quando conjugada com outros processos, como a biodegradacao
(SPADOTTO, 2015).

Outra forma de transformac&o quimica é a oxi-reducédo, que vai depender do potencial
redox do meio. Atua principalmente nas trocas quimicas que o produto fitossanitario é

submetido em reacdes de fotodegradacdo ou biodegradacdo, sendo catalisada pela agéo da luz



ou de microrganismos, respectivamente. Entretanto, em alguns casos especiais, essas reagoes
podem ocorrer sozinhas, e estdo relacionadas a ambientes sem luz e a auséncia de
microrganismos, em camadas profundas de solo ou em &gua subterranea (SPADOTTO,
2015).

A fotodegradacdo ou fotolise também é um mecanismo quimico de transformacg&o das
moléculas desses produtos. Ocorre quando sua molécula se encontra na superficie do solo ou
das plantas, sendo esse processo considerado por isso, 0 de maior espectro de acdo. Neste
mecanismo, a luz provoca uma excitacdo nos elétrons da molécula do produto, resultando na
quebra de suas ligagcbes quimicas. E um processo que depende de alguns fatores como
comprimento da onda e sua intensidade, tempo de exposicdo, pH da solucéo, estado fisico da
solucdo, entre outros (OLIVEIRA, 2014).Assim, herbicidas que agem no solo e sdo
facilmente fotodecompostos devem ser incorporados ao solo (DE OLIVEIRA et al., 2011).

As transformagdes bioticas, também chamadas de biodegradacdo, compreendem os
processos bioguimicos nos quais 0s microrganismos e suas enzimas estdo envolvidos
(OLIVEIRA, 2014), no sentido de utilizar tais substancias diretamente como substrato, a fim
de obter energia necessaria ao seu crescimento e metabolismo (DA SILVA, 2013).

Para Oliveira (2014), a biodegradacdo pode ser dividida em cinco processos:
catabolismo, onde a molécula original serve de substrato para o0 microrganismo;
cometabolismo, processo no qual a molécula é transformada devido a rea¢fes metabdlicas;
polimerizacdo ou conjugacao, que consiste na juncao da molécula do produto com compostos
naturais do solo; acimulo, onde o microrganismo incorpora a molécula do produto; e efeitos
secundarios da atividade microbiana, processo em que a transformacéo do herbicida acontece
em virtude de alteragcdes no pH, por exemplo (LAVORENTI; PRATA; REGITANO, 2003;
RACKE et al., 1997).

A atividade microbiana é diretamente influenciada por variaveis externas, como pH,
nivel de fertilidade do solo, taxa de matéria organica, umidade e temperatura, sendo estes dois
ultimos os mais importantes. A adicdo de material organico e de fertilizantes, por exemplo,
aumenta a atividade bioldgica dos solos, aumentando assim, a degradacdo dos herbicidas. E
relevante considerar também, que o histdrico de utilizacdo do herbicida na mesma area, tem
influéncia na taxa de decomposicao do herbicida (SPADOTTO, 2015).

A degradacdo microbiologica dos herbicidas pode se dar por duas vias distintas.
Primeiramente, por meio da acdo adaptativa da microbiota, e segundo, por meio da
degradacéo acidental. A primeira refere-se a selecdo de certas classes microbianas em virtude

da aplicagdo sucessiva do mesmo principio ativo numa mesma area. Essa selecdo ocorre



devido a vantagens competitivas que beneficiam determinadas populacées, resultando numa
supremacia destas em relacdo as demais, o que incide numa degradacdo mais rapida do
herbicida. Este processo pode ocorrer tanto para aplicacfes do mesmo herbicida, tanto para
herbicidas do mesmo grupo quimico (DE OLIVEIRA et al., 2011).

A outra via é a degradacdo acidental. Neste processo, segundo De Oliveira et al.
(2011), a microbiota ndo tem o herbicida como substrato principal, portanto, determinados
microrganismos ndo recebem vantagem particular nisso. Nesse mecanismo, ndo ha o chamado
“’enriquecimento do solo’’que, basicamente, consiste num acelerado desenvolvimento da
microbiota do solo capaz de degradar rapidamente as moléculas do herbicida. Neste caso
entdo, ndo existe alteracdo da populacdo microbiana, e 0s microrganismos degradam as
moléculas dos herbicidas que estiverem no ambiente. Em geral, os herbicidas que séo
degradados por via de acao adaptativa da microbiota sdo menos persistentes do que 0s que sdo
degradados acidentalmente.

A constatacdo desses efeitos implica na adogdo de estratégias de manejo que
minimizem seus impactos negativos ou que se beneficiem desses efeitos (Dan Hess, 2000;
Rizzardi et al., 2003).

2.3 Aspectos gerais dos herbicidas Fomesafen (Flex) e Acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)

2.3.1 Fomesafen (Flex)

O Fomesafen pertence ao grupo dos difeniléteres e € utilizado de modo seletivo nas
culturas do feijao, soja em pds-emergéncia, com as plantas daninhas jovens e com bom estado
de vigor vegetativo (SILVA, 2012). Seu mecanismo de acdo se da através da inibicdo da
enzima protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) na presenca de luz, tendo como consequéncia
final, o extravasamento do conteudo citoplasmatico, em virtude do rompimento da membrana
plasmatica e peroxidacéo dos lipidios (HESS; WELLER, 2000).

O produto deve ser aplicado na dosagem de 225 a 250 g.ha™de acordo com o estagio
de desenvolvimento das plantas daninhas na cultura do feijoeiro (SILVA, 2012). Pode ser
aplicado via agua de irrigagdo, mediante dosagem recomendada pelo fabricante. Segundo
Vieira et al. (2003), os herbicidas aplicados via agua de irrigacdo devem possuir
caracteristicas como baixa solubilidade em &agua, rapida absorcdo foliar e absorcdo pelas
raizes. O Fomesafen, apesar de ter alta solubilidade em agua (600.000 mg.L™), apresenta
rapida absorcdo foliar, em torno de uma hora sem chuva, e boa absorcdo pelas raizes, o que

Ihe torna apto para ser aplicado por tal método (VIEIRA et al., 2006).



Os herbicidas podem apresentar efeito residual (carryover), que pode acarretar em
impacto ambiental negativo. Um herbicida residual é aquele que apresenta um maior periodo
de atividade no ambiente (MANCUSO et al., 2011). O potencial de carryover depende do
herbicida utilizado, da cultura em sucessao e das condi¢cBes ambientais apds a aplicacdo de
herbicidas. No caso do Fomesafen, sua degradacdo ocorre em torno de trés semanas nos solos
em condigBes de anaerobiose, e de seis a doze meses em solos aerdbicos (JOHNSON;
TALBERT, 1993). Geralmente, apresenta-se na forma anidnica, em solos brasileiros, em
virtude de estes terem pH mais baixo do que os solos de outros paises. Isso interfere
diretamente na dindmica de dissipacdo do herbicida, uma vez que nessa forma, ha forte
adsorcdo aos coloides do solo, material organico e as cargas positivas dos 6xidos de ferro e
aluminio (SILVA,2012). Segundo Santos (1991); Cobucciet al. (1998); Jakelaitis et al.
(2006), o Fomesafen é o que possui mais relatos de carryover dentre os herbicidas utilizados
na cultura do feijéo.

Para Vidal et al. (1999), os herbicidas inibidores da PROTOX, sdo comumente
indicados para manejo da resisténcia a outros mecanismos de acdo. Entretanto, ja& foram
constatados casos de resisténcia a herbicidas com esse mecanismo de acdo. No Brasil, foi
identificado nos estados do Parana e Santa Catarina, em 2003 (Trezziet al., 2005), que
Euphorbia heterophylla adquiriu resisténcia a esse principio ativo (Weed Science, 2006).
Cataneo & Carvalho (2008) relatam resisténcia de Ambrosia artemisiifolia nos Estados
Unidos, planta daninha conhecida no Brasil como ambrésia ou cravorana. Segundo Cataneo
& Carvalho (2008), todos os biotipos de plantas daninhas resistentes a este principio ativo,
foram encontrados em areas de producdo de soja.

Embora ainda existam algumas alternativas para o manejo de plantas daninhas
resistentes a herbicidas, ndo se deve descartar medidas tradicionais de manejo, dentre elas
destacam-se a rotacdo de culturas e herbicidas, limpeza do maquinario, aquisicao de sementes

de qualidade, etc.

2.3.2 Acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D)

Foi o primeiro herbicida seletivo bem sucedido, sendo introduzido em 1946, sendo
nessa época, o herbicida mais utilizado mundialmente (AMARANTE JUNIOR et al, 2002).

Suas propriedades fitotdxicas ja foram utilizadas para fins militares. Durante a guerra
do Vietnd, o herbicida juntamente com o &cido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5- T) e 0
pentaclorofenol formaram o conhecido ‘’agente laranja’’, utilizado pela forca aérea americana
como desfolhante (AMARANTE JUNIOR et al.,, 2002). Apés a guerra, foi utilizado



largamente em substituicdo a capina mecénica, reduzindo assim, a méo-de-obra (PRADO;
VIEIRA, 1999).

O é&cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) pertence ao grupo dos herbicidas
clorofenoxiacéticos, Rodrigues & Serra (1996). Compreende o grupo dos mimetizadores
auxinicos, sendo os mais importantes o 2,4-D, Picloram, Triclopyr, Fluroxipyr, Quinclorac.
Estes mimetizam os efeitos das concentragbes das auxinas enddgenas (CATANEO &
CARVALHO, 2008).

Seu uso principal se encontra no controle ervas daninhas dicotiledéneas presentes nas
culturas de cereais, trigo, milho, arroz e sorgo. No Brasil, seu uso mais frequente se encontra
na cultura da cana-de-actcar (VIEIRA et al., 1999).

Este herbicida, uma vez absorvido pelas plantas por via foliar, € translocado
apoplasticamente, penetrando no floema. A partir dai, segue o fluxo dos nutrientes,
acumulando-se principalmente, nas regides de crescimento vegetativo intenso, como em
regides meristematicas apicais e radiculares (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Quando
absorvido pelas raizes, as moléculas seguem o curso da transpiracdo via xilema até as partes
aéreas da planta. A presenca do herbicida provoca intensa divisdo celular no cambio,
endoderme, periciclo e floema, causa tumores no meristema intercalar, formacéo de raizes
aéreas, multiplicacdo e engrossamento das raizes, rachaduras nas raizes e caules. Em espécies
dicotileddneas sensiveis, 0s primeiros sintomas sdo caracterizados por anormalidades no
crescimento como o encurtamento do tecido internerval das folhas e a epinastia (ALMEIDA
& RODRIGUES, 1988). Posteriormente a estes fenbmenos, ocorre dano nos cloroplastos,
causando clorose e desestabilizacdo da membrana e do sistema vascular, resultando em
dessecagdo e necrose dos tecidos (COBB, 1992; STERLING & HALL, 1997,
GROSSMANN, 2000a).

Para Grossmann et al., (1996), o retardamento do crescimento inicial da planta, esta
ligado ao etileno. Este é produzido por inducdo da auxina, que resulta num aumento da sintese
de &cido abscisico (ABA). O crescimento é entdo, interrompido, uma vez que o ABA é
distribuido na planta, havendo fechamento estomatico, limitando a producdo de biomassa. O
ABA ainda inibe a atividade enzimatica fotossintética, além de promover a senescéncia foliar
(TAIZ & ZEIGER, 2004). Portanto, Grossmann (2000b), deduz que o etileno e 0 ABA
contribuem para o efeito mimetizador das auxinas, principalmente no processo de inducédo de
morte foliar.

Na questdo de manejo da resisténcia de plantas daninhas ao 2,4-D, outros herbicidas

podem ser utilizados. Os inibidores da PROTOX podem ser utilizados como alternativas, por



exemplo, o Fomesafen, flumioxazin e oxyfluorfen tem amplo espectro de controle sobre as
invasoras dicotiledoneas (CATANEO & CARVALHO, 2008).

No solo, a dinamica do 2,4-D pode ser afetada por varios fatores como escoamento
superficial (run off), adsorcdo, degradacdo quimica e microbioldgica, fotolise e lixiviacdo
(GUEDES, 2010). A degradacdo microbiana é considerada a principal via na decomposi¢do
de 2,4-D no solo, sendo influenciada pelo potencial hidrico, profundidade e temperatura do
solo (GUEDES, 2010). Segundo Bolan e Baskaran (1996), os processos de adsorcdo e
dessorcdo podem interferir diretamente na biodegradacdo, pois tornar as moléculas do
herbicida indisponivel para os microrganismos decompositores. A adsor¢do do 2,4-D esta
ligada ao contetdo organico do solo, pois diferentes tipos solos com maior porcentagem de
matéria organica apresentaram maior adsorcao do pesticida (LUCHINI, 1987).

A fotodegradacdo desempenha um papel de menor escaldo da degradacdo do 2,4-D em
virtude de sé ocorrer sobre a parte superior do solo (GUEDES, 2010). Guedes (2010), ainda
relata um estudo de fotdlise realizado numa industria de 2,4-D, em que ndo foram encontrados
produtos de degradacdo com concentracdes acima de 1,1%, indicando a recalcitrancia do 2,4-
D a fotodegradacéo em solos (TAMMA-VITHALA, 1989).

A biodegradacéo do 2,4-D em meio aquoso segundo Howard (1991), vai depender das
caracteristicas da agua, como nivel de nutrientes presentes, temperatura e disponibilidade de
oxigénio. Ghassemi et al. (1981), através de testes em laboratérios, afirma que para a
degradacdo microbiana do 2,4-D ser eficaz, a 4gua deve ser rica em nutrientes. Entretanto,
Guedes (2010), afirma que as aguas de superficie apresentaram baixa quantidade de
nutrientes, sendo insuficientes para manter as popula¢fes da microbiota aquatica capazes de
decompor o herbicida.

A introducdo de outros xenobidticos no ambiente pode influenciar no processo de
degradacdo do 2,4-D. Fournier et al. (1981), por exemplo, detectaram decréscimo na
biomineralizacdo ap6s aplicacdo de inseticidas organofosforados.

Devido ao uso ainda bastante difundido de 2,4-D e aos efeitos que causa ao ambiente e
a salde humana, torna-se de fundamental importancia o conhecimento das principais
propriedades do citado herbicida, bem como ter em mente os limites estabelecidos pela

legislagdo em vigor.
2.4 Caracterizacao dos fungos Colletotrichum gloeosporioides e Rhizopus sp.

Os fungos séo seres eucariotos heterotroficos altamente eficientes na degradagédo de

uma ampla gama de substratos. Ocorrem em associa¢do com outras espécies como liquens e



micorrizas, como patdgenos de animais ou plantas ou como espécies de vida livre (LOPES,
2011).

Apresentam algumas caracteristicas que permitem sua diferenciacdo em relacdo as
plantas. Dentre elas: ndo sintetizam clorofila ou qualquer outro pigmento fotossintético; nao
possuem celulose na parede celular,exceto alguns fungos aquaticos; e ndo armazenam amido
como substancia de reserva (TRABULSI, 2008).

No caso dos fungos fitopatogénicos em particular, estes constituem um grupo
numeroso de organismos bastante diversificado morfoldgica e filogeneticamente (AMORIM
etal., 2011).

C. gloeosporioides, por exemplo, se caracteriza por apresentar conidios hialinos,
uninucleados e cilindricos, em acérvulos, que em condi¢bes de umidade elevada, possui
massa conidial alaranjada ou creme, na superficie do tecido afetado (SOUZA, 2004). E o
agente etiolégico da antracnose, que se desenvolve numa faixa 6tima de temperatura de 22-
28°C, principalmente quando h& coincidéncia do periodo chuvoso com o ativo crescimento e
florescimento da planta.

As plantas estdo sujeitas ao ataque dessa doenca em todas as fases de seu
desenvolvimento, sendo que esse patdgeno pode ser disseminado de uma planta para outra por
meio de agentes externos ou ainda, via sementes infectadas, induzindo, posteriormente,
sintomas de damping-off em pré e pés-emergéncia (MENEZES, 2013).

O sintoma tipico da doenca é caracterizado por lesdes arredondadas, grandes,
necroticas, onde sdo produzidas massas de conidios de coloracdo alaranjada, podendo ocorrer
uma podriddo-mole nos frutos, prejudicando a sua comercializagéo (SILVA, 2006).

Em folhas, as lesbes surgem proximas ou sobre as nervuras, com o desenvolvimento
da doenca, a folhas atacadas ficam quebradicas e sujeitas a cair precocemente. Nos ramos,
ocorrem necroses escuras e secas, e nas flores, ocorre seca e abscisdo das mesmas (AMORIM
etal., 2011).

Algumas espécies sdo mais especificas a determinados hospedeiros. Na cultura da
soja, C. truncatum ,em condicOes de alta umidade, causa apodrecimento e queda das vagens,
abertura das vagens imaturas e germinagcdo dos grdos em formacgdo. Causa com maior
frequiéncia, alta reducdo do numero de vagens e induz a planta a retengéo foliar e haste verde
(GALLLI, 2005). C. truncatum pode ocasionar também tombamento, redugcdo na germinacao e
na sobrevivéncia das plantulas.

Em frutiferas, o género Colletotrichum exerce mais importancia na pos-colheita, pois

os frutos podem ser infectados ainda no campo, porém o fungo permanece latente até a



maturacdo dos frutos, apresentando manchas que podem ocasionar podrid&o, desintegragéo e
decomposicgéo dos tecidos (ROZWALKA et al., 2008).

Em milho, destaca-se o fungo Colletotrichum graminicola, o qual pode atacar
qualquer parte da planta e em todos os estadios de crescimento da cultura e causar perdas
significativas. No colmo, pode ser observado mediante corte longitudinal, o escurecimento e
apodrecimento dos tecidos internos. A degeneracdo dos tecidos do colmo causa a morte
prematura das partes superiores da planta, sintoma conhecido como “dieback” (DA COSTA et
al., 2010).

O controle de epidemias causadas por esses organismos € realizado mediante
associacdao de métodos quimicos e culturais. Segundo KIMATI et al. (1997), maior
espacamento entre as plantas favorecendo a aeracdo e penetracdo de luz, uso de cultivares
resistentes, rotacdo de culturas, plantio das culturas em areas menos Umidas, utilizacdo de
sementes sadias e manuseio correto no pos-colheita, contribuem efetivamente para o controle
da antracnose em diversas culturas.

Os fungos habitantes do solo podem comprometer a qualidade de sementes e causar
podriddes, como é o caso do género Rhizopus, que vive saprofiticamente em restos culturais.
A ocorréncia de tempo Umido durante a maturacdo dos gréos, colheita ou armazenamento
pode levar a podriddao de sementes por fungos desse género ou aumentar a podriddo apds o
plantio (MICHEREFF, 2005).

O género Rhizopus, segundo Freitas et al. (2000), estd entre os principais fungos
encontrados nas sementes durante o armazenamento, podendo prejudicar a qualidade das
sementes, decorrente de sua deteriorag&o.

Em soja, a espécie de Rhizopus sp. mais encontrada em sementes € o Rhizopus
stolonifer. Como contaminante, normalmente dificulta a deteccdo de patégenos importantes,
por cobrir as sementes devido ao seu rapido crescimento (GOULART, 1997), o que
possibilita a acdo de outros microrganismos, afetando sua qualidade fisioldgica e sanitaria,e
alguns casos, inibindo por completo ou reduzindo a capacidade germinativa do lote de
sementes.

Em teste de sanidade e avaliagdo de vigor, que normalmente, apresentam grande a
contaminagdo por Aspergillus sp. e Rhizopus sp., o crescimento destes tipos de
microrganismos dificulta a precisdo do teste, impedindo o real conhecimento da qualidade da
semente (GOULART, 1997).

Avaliando os efeitos de fungicidas em sementes de amendoim, Bittencourt et al.,

(2007), constataram que houve transmissdo de Rhizopus sp. das sementes para a parte aérea,



pelo estabelecimento desse patdgeno nos cotilédones e nas folhas das plantulas de amendoim.
O sintoma de Rhizopus sp., detectado nas plantulas normais, caracterizou-se pela deformacao
das primeiras folhas emitidas pelas plantulas, sem manifestacdo dos sintomas nas folhas
subsequentes. Relataram ainda, que houve, ¢ 'damping-off”’ de pds-emergéncia em todos 0s
tratamentos e necrose do epicétilo nas plantulas anormais.

Em testes com diferentes agentes quimicos em diferentes concentragdes, pH e o tempo
de imersdo para assepsia eficiente nos microrganismos infestantes em sementes de soja,
Zorato et al. (2001), observaram varia¢des nos tratamentos avaliados, sendo constatado, maior
ocorréncia de Rhizopus sp., em sementes mortas. Outra consideracdo importante foi relatada
por Phipps (1984), na qual, o Rhizopus sp. aparece como importante patégeno de sementes
em amendoim, porém, ndo provocando doencas em plantulas no campo. De acordo com
Tanaka & Machado (1985), nem sempre a associacdo de patdgenos com as sementes resulta
em doencas ap0os a semeadura. Apesar da patogenicidade do Rhizopus sp., ainda ndo ter sido
esclarecida totalmente, existem preocupacdes quanto aos possiveis efeitos desse fungo sobre a
qualidade das sementes (NOVEMBRE & MARCOS-FILHO, 1991).

3 METODOLOGIA

Os testes foram conduzidos no laboratério de boténica do Instituto Federal de Minas
Gerais, campus Sdo Jodo Evangelista, situado na regido Leste de Minas Gerais, no Vale do
Rio Doce.

Foram utilizados um isolado de Rhizopus sp. e um de Colletotrichum gloeosporioides,
isolados de bananeiras situadas no setor de olericultura do campus, para o teste “’in vitro’’ da
acao de dois diferentes herbicidas sobre o crescimento destes micro-organismos. Os fungos,
apos serem isolados, foram repicados para placas de Petri de 9 cm contendo BDA (Batata-
Dextrose-Agar) esterilizadas em autoclave e incubados por trés e sete dias, respectivamente,
numa temperatura de 25°C. Apo6s o crescimento das coldnias até a borda da placa, retiraram-
se discos do meio de cultura, de 5 mm de diametro, e fez-se a transferéncia destes para as
placas contendo solucdes dos herbicidas Fomesafen e 2,4-D, (marcas comerciais FLEX® e
DMA® 806 BR, respectivamente) misturadas ao meio de cultura. Os experimentos com 0s
fungos foram realizados de forma independente, ou seja, 0s experimentos foram realizados
separadamente, sendo avaliado um fungo por vez. Em cada experimento foram testadas cinco

doses de cada herbicida, sendo utilizadas trés repeticdes por dose. Cada experimento foi



repetido trés vezes. Primeiramente, foi realizado o teste com Rhizopus sp. e, ao término,
realizou-se a experimentacdo com Colletotrichum gloeosporioides.

Os herbicidas foram incorporados, separadamente, ao meio BDA mediante solucbes
de concentracdes especificas (Figura 1), que proporcionaram concentracao final de herbicida
no meio de cultura de 10%, 1,0%, 0,1% e 0,01% da dosagem recomendada pelo fabricante.
Nas testemunhas (TO), os herbicidas foram substituidos por agua esterilizada. As solucgdes
foram adicionadas ao meio de cultura, quando este ainda se encontrava fundente para facilitar
a uniformidade da distribuicdo da solucdo na placa, utilizando-se para isso, duas pipetas,
sendo uma de 10 mL e a outra de 1,0 mL. Apos a solidificagdo do meio, foi realizada a
repicagem dos fungos, na qual foi utilizada uma pinga esterilizada termicamente.
Posteriormente, as placas foram vedadas e levadas para incubacdo em camara BOD a

temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 12 horas.

Figura 1 - Esquema das concentracdes das solugdes incorporadas ao meio BDA, anteriormente a

repicagem.
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Fonte: O autor.

As avaliacOes de cada tratamento foram realizadas periodicamente a cada 24 horas até
que os fungos atingissem a borda da placa (independente do tratamento). O didmetro das
coldnias foi obtido da média de duas medidas diametralmente opostas (Figura 2), com 0 uso
de uma régua graduada transparente. Com os valores dos didmetros calculou-se o percentual
de inibicdo do crescimento micelial em cada dose de cada herbicida, em relagdo ao
crescimento micelial na dose zero dos produtos.

A andlise estatistica dos experimentos foi realizada de forma analoga para os dois
fungos. Os dados de percentual de inibi¢do do crescimento micelial dos trés experimentos de
cada fungo foram agrupados e realizou-se uma analise de variancia conjunta para verificar o
efeito dos herbicidas sobre o crescimento do micélio de cada fungo. O delineamento

experimental utilizado com cada fitopatdgeno foi inteiramente ao acaso em arranjo fatorial



(dose x herbicida). Os dados foram analisados de forma descritiva por meio das médias,

desvios padrdo e analise gréfica.

Figura 2 - Esquematiza¢do das médias das medidas mensuradas periodicamente a cada 24 horas.

Fonte: O autor.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos testes in vitro para a verificacdo dos efeitos do herbicidas 2,4-D e Fomesafen no
crescimento dos fitopatdgenos Rhizopus sp. e Colletotrichum gloeosporioides foi constatada a
interacdo significativa entre os herbicidas e as doses (Tabela 1). As medicGes dos diametros se

encerraram apos as testemunhas atingirem a borda da placa (Figura 3).

Tabela2 - Percentual de inibi¢do do crescimento micelial de Rhizopus sp. e de C. gloeosporioides em fungéo
da concentracdo dos herbicidas Fomensafen e 2,4-D. em meio de cultura.

Concentracdo Rhizopus sp. Colletotrichum gloeosporioides
do produto

comercial no meio Flex 2,4-D Flex 2,4-D
de cultura

Média Variancia Média Variancia Média Variancia Média Variancia

0% 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000 0,00 0,0000
0,01% 326 1087698 7,85 11186593 11,36 50,4836 10,68  124,7404
0,1% 1652 3966625  -497 4758687 2628 266281 3107 37,2705
1,0% 10000 00000 5688 965114 7101 122413 100,00  0,0000
10,0% 10000 00000 100,00 00000 100,00 00000 100,00  0,0000

Fonte: O autor.
Analisando a tabela, nota-se que houve 100% de inibi¢do do crescimento de Rhizopus

sp. quando em contato com o herbicida Fomesafen nas dosagens de 1% e 10% da
recomendada pelo fabricante. Esse mesmo fungo teve seu crescimento anulado na dosagem de
10% do herbicida 2,4-D. J& C. gloeosporioides teve sua inibicao total nas doses de 1% e 10%
quando exposto ao herbicida 2,4-D. Quando exposto ao Fomesafen, houve inibicéo total
somente na dose de 10% (Figuras 4 e 5). Observa-se ainda que nas doses de 0,01% do



herbicida Fomesafen, e 0,1% de 2,4-D, houve estimulo de crescimento micelial por parte
destes herbicidas.

As diferentes respostas de Rhizopus sp. e C. gloeosporioides frente aos herbicidas
utilizados podem estar relacionadas com os diferentes habitos que esses fungos apresentam,
uma vez que Rhizopus sp. € mais comum no solo e em pos colheita; e C. gloeosporioides, na
parte aérea de algumas plantas e também em po6s colheita.

Figura 3 - Crescimento micelial de C. gloeosporioides em exposi¢do aos herbicidas Fomesafen (A) e 2,4-D
(B), e crescimento de Rhizopus sp. em contato com o Fomesafen (C) e 2,4-D (D).

10% 10% 0,4 % 0,01% T0

10% 1,0% 0,1% 0,01% T0

Fonte: O autor.



Figura 4. Inibicdo total de C. gloeosporioides nas doses de 1% e 10% quando submetido ao 2,4-D
(A) e 10% quando exposto ao Fomesafen (B). Inibicao total de crescimento de Rhizopus sp. na dose
de 10% quando exposto ao herbicida 2,4-D (C) e inibicao total do crescimento nas dosagens de 1%

e 10% quando em contato com o herbicida Fomesafen (D).
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O hébito de crescimento de um fungo é decorrente de suas caracteristicas bioldgicas, e
depende, além da resisténcia a fatores adversos presentes no ambiente no qual esta inserido;
do tipo de enzimas; da constituicdo genética de cada espécie, resultante de mutacéo,
hibridacdo, heterocariose, parassexualidade e heranca citoplasmatica na fase ativa do
organismo (MICHEREFF, 2005).

Para Siqueira & Franco (1988), a sobrevivéncia dos diferentes grupos de
microrganismos dependem dentre outros fatores, da estrutura de sobrevivéncia, de dorméncia
e de seu ciclo de vida; das condicdes que afetam a sobrevivéncia destas estruturas antes e apds
a germinacdo ou crescimento dos propagulos; dos fatores que controlam ou afetam a producéo
destas estruturas; da sua diversidade fisioldgica; e eficiéncia na utilizagéo de substratos.

Os herbicidas utilizados neste trabalho, nas concentracdes mais altas, causaram algum
tipo de estresse nos processos metabdlicos dos fungos que inibiram e/ou atrasaram seu
crescimento. Lehner et al., (2014) verificaram consideravel redugdo do didmetro de
Sclerotinia scleotiorum e Rhizoctonia solani ao se aumentar a concentracdo do herbicida
Fomesafen. SCHWAN-STOFFEL et al., (2012) constataram acdo inibitéria do Fomesafen
(83%) na germinacdo de Phakopsora pachyrhizi. Rosa et al., (2010) confirmaram reducéo
signifcativa no crescimento micelial de seis fitopatdgenos quando expostos aos herbicidas
Glifosato e Halosulfuron. Mendes et al., (2004) verificaram que ndo houve efeito inibitério no
crescimento micelial, bem como né&o encontraram diferengas significativas na esporulacéo de
Fusarium sp. quando exposto ao herbicida 2,4-D.

Considerando que para o Fomesafen, a recomendacédo € de 250 g ia/ha, e 670 g ia/ha
para 2,4-D, a dose minima de inibicédo total utilizada nesse trabalho para Rhizopus sp. foi de
2,5 g ia/ha do herbicida Fomesafen e 67g ia/ha do herbicida 2,4-D. Para o C. gloeosporioides
a dose minima para inibir totalmente o crescimento do fungo foi de 25 g ia/ha do herbicida
Fomesafen e 6,7 g ia’ha de 2,4-D. Como sdo dois produtos aplicados em pos-emergéncia, a
quantidade real do ingrediente ativo que atinge estes fitopatdgenos em condi¢des de campo,
depende de alguns fatores como o habito dos mesmos, tipo e vazdo do bico que se utiliza,
estagio de desenvolvimento da cultura e da planta daninha, tipo de argila e material organico
presente no solo e etc. Entretanto, os dois fungos ao entrarem em contato com a solugéo que
possui um minimo de 10% de ingrediente ativo da dosagem recomendada terdo seu
crescimento inibido.

Neste sentido, vale destacar a importancia do tempo de meia-vida, intervalo de

aplicacdo e a dindmica destes produtos no ambiente, pois de acordo com os resultados
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obtidos, as doses inibitdrias podem, em nivel de campo, podem atrasar uma epidemia presente

na lavoura.

5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que houve efeito inibitério para os
dois produtos testados.

Utilizando o herbicida Fomesafen, a dose minima de inibigdo total para Rhizopus sp.
foi de 2,5 g ia/ha, e de 25 g ia/ha para C. gloeosporioides.A dose minima de inibicdo total de
2,4-D foi de 67g ia/ha para Rhizopus sp. e 6,7 g ia/ha para C. gloeosporioides.
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