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1 Introducao

A adogdo de novos modelos de manejo e a integragdo de métodos culturais para o
controle de plantas invasoras, incluindo abordagens biologicas, mecanicas e fisicas, sdo cruciais
para reduzir ou substituir o uso excessivo de produtos quimicos (CAMARGO et al., 2019).

Fungos como o Trichoderma sp. sao amplamente utilizados como agentes de controle
biologico. O potencial fitotoxico dos bioherbicidas pode estar relacionado a presenca de
enzimas que causam alteracdes fisioldgicas nas plantas-alvo, pois elas t€ém a capacidade de
atuar em diferentes vias metabdlicas, podendo alterar a absor¢do de nutrientes, a fotossintese e

a permeabilidade da membrana (BORDIN et al., 2020).

2 Objetivos
Avaliar as enzimas produzidas pelo fungo Trichoderma koningiopsis isolado, e

associado a herbicidas comerciais, bem como seu potencial bioherbicida.

3 Metodologia

O fungo Trichoderma koningiopsis (codigo de identificagdo no GenBank MK860714),
foi isolado da planta daninha Digitaria ciliares, ¢ foi escolhido neste estudo pois exibiu bons
resultados anteriores de produgdo enzimatica e no controle de plantas daninhas conforme
demonstrado por Bordin et al. (2018) e Camargo et al. (2019). Para analisar o crescimento do
fungo e a produg¢do de enzimas, foram realizadas, no Laboratorio de Microbiologia e

Bioprocessos (LAMIBI), fermentagdes em estado submerso, em que o meio foi constituido por:
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glicose (20 g L), extrato de levedura (5 g L), peptona (2,5 g L"), (NH4),S0s (4 g L)) e
FeS04.7H,0 (2 g L'). Os esporos do T. koningiopsis (6,2 x 10° mL™") foram transferidos para
os Erlenmeyers e apos colocados em agitador orbital a 120 rpm e 28 °C durante cinco dias
ininterruptos, quando foram feitas as avaliagdes enzimaticas. Para avaliacdo do crescimento, os
esporos foram cultivados em meio liquido e acondicionados em agitador orbital a 28 °C, em
triplicata e o crescimento flingico ocorreu em meio de cultivo na presenca e auséncia (controle)
de herbicidas. A avaliagdo foi realizada diariamente a partir das 24 horas de incubagao.

A escolha dos herbicidas sintéticos foi feita em consonédncia a grande utilizagdo na
agricultura, os quais foram escolhidos trés principais: Roundup Original, Roundup WG e Zapp
QI 620. Todos possuindo como mecanismo de acdo a inibi¢do da enzima Enoil Piruvil
Shiquimato Fosfato Sintase (EPSPs), e como ingrediente ativo o glifosato. Os herbicidas foram
analisados nas concentragdes de 50% e 100% da dose recomendada (doses encontradas na bula
do produto) e tratamento controle (fungo sem os herbicidas). Apds a fermentagao, o liquido foi
filtrado, resultando na reteng¢do da biomassa, a qual foi entdo quantificada e expressa em gramas
por litro. Foram feitas as seguintes atividades enzimaticas: Peroxidase: Devaiah e Shetty (2009),
Khan e Robinson (1994). Lacase: Hou et al. (2004). Amilase: Fuwa (1954), Pongsawadi e
Yagisawa (1987). Lipase: Treichel et al. (2016). Celulase: Ghose (1987).

Os dados foram tratados estatisticamente através do uso de analise de variancia seguida
de teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de 95% (p < 0,05), sendo adotado o

software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

4 Resultados e Discussao
4.1 AVALIACAO DA BIOMASSA E PRODUCAO ENZIMATICA DE T. koningiopsis
Observou-se que a biomassa fungica teve um crescimento até os dias 10 e 11, quando
atingiu os maiores valores, sendo os mesmos reduzidos apds esse periodo, até os 20 dias
(Quadro 1). Os resultados demonstraram a paralisacao das atividades de amilase, celulase e
lipase ao quinto dia, e por isso, avaliou-se a biomassa neste dia, a qual era de 3,67 g L. A
atividade da peroxidase apresentou maior valor aos 20 dias. As atividades de amilase e celulase
iniciaram altas nos primeiros dias, reduzindo até sua auséncia a partir dos 14 e 7 dias,
respectivamente. A atividade da lipase oscilou durante o periodo experimental, com maiores
valores a cada 5 dias, nos primeiros dez dias do experimento e picos de atividade a cada trés

dias durante o restante do tempo. Este comportamento nao foi o esperado, ja que pode ter
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ocorrido uma mudanc¢a na conformagdo das enzimas. Geralmente a diminui¢ao na produgdo
enzimatica pode estar relacionada a formacdo de metabolitos inibidores, os quais sdo
produzidos em resposta as condi¢cdes ambientais durante o crescimento fungico, inibindo a
producdo enzimatica (LOPEZ-BUCIO et al., 2015).

Quadro 1. Biomassa e atividade das enzimas peroxidase, lacase, amilase, celulase e lipase em

T. koningiopsis cultivado em meio liquido ao longo de 20 dias. Erechim/RS, 2024.

Dias  de Biomassa  Peroxidase Lacase Amilase Celulase Lipase
Avaliacio  (gL") (UmL™") (UmL') (UmL') (UmL') (UmL")
1 145* L3~ 0,00 2,55 0,45a 1,955
2 354" 0,70 ¢ 0,00 282" 0,47 a 1,00
3 29" 0,63 0,00 2,18"° 0,36 b 0,00

4 2,70°¢ 0,65 0,00 198" 034 b 0,00

5 367" 0,75°% 0,00 1,10 0,12 ¢ 1,754
6 3,70° 0,73° 0,00 0,99 0,12 ¢ 0,50 ™
7 505" 1,53 0,00 0,22 0,00 0,00

8 595" 1,25 0,00 108" 0,00 1,30*
9 9,11"° 0,66 0,00 0,01% 0,00 0,00
10 10,63 * Bk 0,00 0,65° 0,00 1,20
1 10,55* 0,28 0,00 131 0,00 505¢
12 995" 1,05°¢ 0,00 0,27 “* 0,00 0,70 ™
13 8,68"° 151° 0,00 0,74 0,00 145*
14 8,03° 221 0,00 0,00 0,00 5,70 >
15 698" 2,68" 0,00 0,00 0,00 0,00

16 6,59°¢ 223" 0,00 0,00 0,00 135"
17 492" 228" 0,00 0,00 0,00 525"
18 473°¢ 2,16" 0,00 0,00 0,00 0,30 >
19 339" 243" 0,00 0,00 0,00 7,02%
20 235" 9,51* 0,00 0.00 0,00 7,20 ™

abe [ etras mintisculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianga de 95% (p <0,05). Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

4.2 AVALIACAO DA BIOMASSA E PRODUCAO ENZIMATICA DE T. koningiopsis
COMBINADO COM HERBICIDAS

Foi observado que 7. koningiopsis em meio combinado com herbicidas manteve seu
crescimento de uma maneira geral. Houve aumento na biomassa fingica em compara¢ao com
a testemunha, na presenca do herbicida Roundup Original (5,09 g L"), conforme Quadro 2. Isso
demonstra que o herbicida ndo afetou o desenvolvimento fungico (CAMARGO et al., 2019).

Nao foi identificada a atividade da enzima lacase em nenhum dos testes realizados. Na
maioria das vezes, as lacases fungicas sdo dificeis de serem obtidas, pois necessitam de

substratos que contenham indutores quimicos como compostos fendlicos, aroméaticos ou ions
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de cobre (RODRIGUEZ et al., 2019). As enzimas amilase e celulase, apresentaram menor
atividade em comparacao as outras enzimas. Ja a peroxidase houve aumento na presenca do
herbicida Zapp Qi 620 (7,71 g L"), conforme Quadro 2. Estudos realizados por Bordin et al.
(2018) reforcam que, por mais que ocorram picos baixos na produgdo de algumas enzimas, sob
o ponto de vista economico, a produ¢do do biocomposto fungico de Trichoderma koningiopsis
¢ vantajoso em decorréncia dos teores encontrados nas enzimas que potencializam o efeito
bioherbicida.

Quadro 2. Biomassa de Trichoderma koningiopsis isolado e combinado com os herbicidas, e

atividade das enzimas peroxidase, lacase, amilase, celulase e lipase. Erechim/RS, 2024.

Tratamentos Biomassa (U mL™") Peroxidase (U mL™") Lacase (U mL™")
50% 100% 50% 100% 50% 100%
T.koningiopsis 1,89+2.9* 14,02+0,01* 0
Zapp Qi 620 2,48+0,1*  3,05+6,9* 10,38+0,01*  7,72+0,01* 0 0
Roundup Original = 1,98+54*  5,09+2.8* 5,85+0,06* 3,35+0,02* 0 0
Roundup WG 2,03£1,9*  3,05+2.8* 1,75+£0,01° 1,46x0,01* 0 0
Amilase (U mL™") Celulase (U mL™") Lipase (U mL™")
50% 100% 50% 100% 50% 100%
T.koningiopsis 1,00=0,01* 0,13+0,0* 0,00+0,11
Zapp Qi 620 0,37+0,01* 0,93+0,01" 0 0,07£0,01¢ 1,20£1,36"  0,60+0,20"
Roundup Original 0 0 0,05£0,01*"  0,020,01" 0 0
Roundup WG 0 0 0 0 0 0

a,b,c Letras mintsculas diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey, com nivel de
confianca de 95% (p <0,05). Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

4.3 TESTE PRELIMINAR PARA AMPLIACAO DE ESCALA

A fim de expandir as perspectivas para a producdo de bioherbicidas, avaliou-se em
biorreator as atividades enzimaticas e condi¢des operacionais do biorreator Airlift Bio-Tec-Pro-
II (Tecnal, Brasil). Primeiramente foi testada uma condigdo somente com a microalga do
género Chlorella spp, provenientes do tratamento de fitorremediacao de efluentes da produgao
de biogas. A fermentacdo continuou por 168 h até a constancia das enzimas. As maiores
producdes enzimaticas se concentraram entre 120 e 168 h. H4 a intencdo de se testar uma
préxima condicao, na qual serd adicionado o 7. koningiopsis.
5 Conclusao

O fungo filamentoso Trichoderma koningiopsis demostrou potencial de crescimento e
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produgdo de enzimas mesmo na presenca de herbicidas, isso € positivo pensando na redugdo do
uso de compostos comerciais. Apos os testes preliminares, ha a intencdo de continuidade do
estudo, através da ampliacao da escala de produgdo do biocomposto.
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