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Efficacy of rhizobacteria in suppressing weed growth

Eficécia de rizobactérias na supressdo do crescimento de plantas daninhas
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ABSTRACT

The production of bioherbicides from isolates of deleterious rhizobacteria capable of suppressing plant
growth is a sustainable method for weed management. The objective of this research was to evaluate
whether rhizobacteria that potentially inhibit plant growth interfere with the growth of weeds. The
experiment was carried out in a greenhouse in a completely randomized design with four replications. The
treatments consisted of inoculating seeds of the weeds Bidens pilosa L., Senna occidentalis (L.) Link, and
Ipomoea nil (L.) Roth with two distinct isolates of rhizobacteria (171 and 122), as well as cultivating these
weeds without inoculation. At 50 days after sowing of the weeds, the height, stem diameter, shoot dry
matter, and root dry matter were measured. Inoculation with isolates 171 and 122 did not influence the
growth in height, diameter, shoot dry matter, or root dry matter of the weeds. It is concluded that
rhizobacteria 171 and 122 do not have the potential to inhibit the growth of the weeds B. pilosa, S.
occidentalis, and 1. nil.
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RESUMO

A producdo de bioherbicidas a partir de isolados de rizobactérias deletérias capazes de suprimir o
crescimento vegetal é uma das formas sustentaveis de realizar o manejo de plantas daninhas. O objetivo
dessa pesquisa foi avaliar se rizobactérias potencialmente inibidoras do crescimento vegetal interferem no
crescimento de plantas daninhas. O experimento foi realizado em casa de vegetacdo em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeticfes. Os tratamentos consistiram na inoculacdo de sementes das
plantas daninhas picdo-preto (Bidens pilosa L.), fedegoso [Senna occidentalis (L.) Link] e corda-de-viola
[Ipomoea nil (L.) Roth], com dois isolados distintos de rizobactérias (171 e 122), além do cultivo dessas
plantas sem inoculagéo. Aos 50 dias apds a semeadura das plantas daninhas foram mensurados a altura,
diametro do caule, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz das plantas. A inoculagdo com os isolados
171 e 122 ndo influenciaram no crescimento em altura, didmetro, massa seca da parte aérea e massa seca
da raiz das plantas daninhas. Conclui-se que as rizobactérias 171 e 122 ndo apresentam potencial de ini¢ao
do crescimento de picdo-preto, fedegoso e corda-de-viola.

Palavras-chave: Bioherbicida; Biocontrole; Rizobactéria deletéria
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INTRODUCAO

Aumentar a produtividade agricola representa um grande desafio para os
agricultores, que enfrentam diversos obstaculos, dentre eles a interferéncia de plantas
daninhas. Estas plantas competem pelos recursos essenciais para o desenvolvimento das
culturas, o que impacta diretamente o rendimento e a qualidade das colheitas (SAEED et
al., 2021).

As plantas daninhas, se ndo manejadas, podem causar fortes perdas na producéo
agricola, pois sdo habeis na extracdo e utilizacdo de recursos essenciais para 0
crescimento vegetal, a exemplo da luz, 4gua, CO2, espaco e nutrientes, competindo deste
modo com as culturas. Diversas plantas frequentemente infestam as lavouras, sendo que
algumas se destacam por persistirem nos ambientes agricolas. O picdo-preto (Bidens
pilosa L.), por exemplo, é uma das plantas daninhas mais amplamente distribuidas pelo
mundo e afeta culturas anuais e perenes devido a sua alta capacidade competitiva,
acumulo de nutrientes, alta producdo de sementes e flexibilidade a mudancas edaficas e
ambientais (SANTOS; CURY, 2011). Por sua vez, a corda-de-viola (Ipomoea spp) é
considerada uma das plantas daninhas mais problematicas em lavouras agricolas no Brasil
(CARNEIRO et al., 2020). J& a [Senna occidentalis (L.) Link], conhecida popularmente
no Brasil como fedegoso, é amplamente distribuida em paises tropicais e subtropicais e é
comumente encontrada em pastagens, pomares e solos cultivados (CANDIDO et al.,
2010).

Medidas de controle sdo adotadas para combater os efeitos prejudiciais das plantas
daninhas, incluindo métodos culturais, manuais e mecénicos. No entanto, essas
abordagens séo frequentemente menos eficientes, mais caras e trabalhosas. Em contraste,
0 método quimico, por meio da aplicacdo de herbicidas, é a forma de controle de plantas
daninha mais utilizada, e normalmente, a mais barata e pratica (CASIMERO et al., 2022;
PHUKAN et al., 2021) Porém o uso inadequado de herbicidas pode gerar diversos
problemas, como a contaminacdo do meio ambiente, a selecdo de biotipos de plantas
daninhas resistentes, residuos no solo, além de oferecer risco a saide humana (NATH et
al., 2024).

E primordial buscar por praticas agricolas sustentaveis para 0 manejo de plantas
daninhas na agricultura, visando a reducdo do impacto ambiental e a garantia da
seguranga alimentar. Uma alternativa promissora € o uso de controle biolégico, como o

emprego de rizobactérias deletérias (RBD) capazes de suprimirem o crescimento dessas
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plantas (PHUKAN et al., 2021). As DRB utilizam diferentes mecanismos para exercer
atividade bioherbicida, incluindo a producdo de fitotoxinas, &cido indolacético (AlA),
antibioticos, acido delta-aminolevulinico (ALA) e &cido cianidrico (HCN) (DAHIYA;
CHAHAR; SINDHU, 2019).

O uso de RBD no manejo integrado de plantas daninhas pode constituir tecnologia
alternativa ao alto consumo de herbicidas na agricultura, trazendo beneficios econdmicos
e ambientais. Alguns isolados bacterianos provenientes da rizosfera de plantas de picéo-
preto (Bidens pilosa L.) ao serem inoculados em sementes dessa planta daninhas
reduziram em até 77 % a producdo de matéria seca da mesma (KEHL, 2021). Esses
resultados mostram o potencial de uso dessas rizobactérias no manejo de plantas
daninhas. Assim, é importante conhecer se o0s isolados capazes de inibir o crescimento de
picdo-preto, também possuem tal efeito sobre outras espécies de plantas daninhas, uma
vez que as infestacGes em areas agricolas, normalmente ocorrem por uma comunidade de
plantas e ndo por um Unico individuo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
se rizobactérias inibidoras do crescimento de picdo-preto também interferem no

crescimento de outras plantas daninha.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo da Universidade do Estado de
Minas Gerais, unidade de ltuiutaba, MG. As coordenadas geograficas da area sao:
18°58°17.20”S de latitude e 49°26°51.28”W de longitude, com uma altitude de 573
metros. O periodo de realizacdo do experimento foi de setembro a novembro de 2022.
Segundo Kdppen e Geiger o clima é classificado como Aw. As temperaturas médias
variam de 18°C a 31°C ao longo do ano e a média anual de pluviosidade € de 1305 mm
(INMET, 2022). As condicGes climéticas da regido durante o periodo de realizacdo do

experimento foram apresentadas na (Figura 1).
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Figura 1 - Precipitacdo, temperatura maxima, minima e média diaria de ltuiutaba/MG

durante o periodo de conducdo do experimento
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Fonte: INMET (2022).

Amostra de solo de uma area agricola cultivada frequentemente com milho/ soja,
localizada na cidade de Cachoeira Dourada/MG, foi coletada da camada de 0—20 cm, seca
ao ar ¢ peneirada em malha de 4 mm de didmetro. Vasos plasticos de 20,5 x 17,5 cm
(didmetro e altura) foram preenchidos com 5 kg desse solo, cujas caracteristicas fisicas e
quimicas estao descritas na Tabela 1. A adubagao de pré-plantio foi realizada adicionando
400 mg dm™ de P,0s e 322 mg dm™ de MgO ao solo.

Tabela 1 - Caracteristica fisicas e quimicas do solo da camada de 0-20 cm de

profundidade.

pH  Pwmenicns K Ca?* Mg?>* Al  H+Al MO Areia Silte Argila

(H20) ----mgdm3--- --eeoeeev cmole dm3--------- - dag Kgt------

5,7 13,20 158 3,18 043 0,20 8,25 346 67,00 8,26 24,74
pH em 4gua; P e K* — Extrator Mehlich-1; Ca?*, Mg?* e AI** — Extrator: KCI — 1 mol L%; H + Al — Extrator

Acetato de Célcio 0,5 mol L pH 7,0; MO — matéria organica
Fonte: Os autores (2023)

Os tratamentos foram compostos por trés plantas daninhas, picao-preto (Bidens
pilosa L.), fedegoso [Senna occidentalis (L.) Link] e corda-de-viola [I[pomoea nil (L)
Roth], cultivadas em trés condigdes: sementes inoculadas com indculo de rizobactéria
122, sementes inoculadas com indculo de rizobactéria 171 ¢ sementes sem inoculacdo. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com quatro

repeticoes.
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Da colegao del91 isolados bacterianos provenientes da rizosfera de plantas de
picdo-preto (Bidens pilosa L.) do Laboratdrio de Ecologia Microbiana da Universidade
Federal de Vicosa (LEM/ UFV) foram selecionados dois isolados para a realizagdo da
presente pesquisa. Os isolados de rizobactéria nomeados como 122 e 171 foram
selecionados devido a capacidade de reduzir a producao de matéria seca total de plantas
de picdo-preto, caracterizada em estudo de casa de vegetacao (KEHL, 2021). Aliquotas
de 1,7 mL das culturas bacterianas dos isolados 122 ¢ 171 foram adicionadas em tubos
Eppendorf de 2 mL, contendo 0,3 mL de glicerol para concentracdo final de 15 %. Os
tubos foram agitados em vortex, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em
Ultrafreezer a - 80 °C por 72 horas e, posteriormente, embalados em caixa térmica
contendo gelo seco para transporte de Vicosa/MG até Ituiutaba/MG. Imediatamente apos
o deslocamento, os isolados foram mantidos em ultrafreezer (-80 °C) no Laboratorio de
Microbiologia da UEMG unidade de Ituiutaba.

Aliquotas dos isolados de rizobactérias 122 e 171 foram retirados das solucdes
mantidas em ultrafreezer e cultivadas em meio de cultura em placa de petri para obtengao
de coldnias puras isoladas, em temperatura ambiente (~30°C), pela técnica de semeadura
por esgotamento (MADIGAN et al., 2016). As colonias isoladas foram caracterizadas
morfologicamente para certificar que a rizobactéria cultivada era a cedida pelo LEM-
UFV.

Confirmada a identidade do isolado puro o mesmo foi cultivado em 500 mL de
caldo nutriente a temperatura ambiente (~30°C), por 72 h. Sementes de picao-preto,
fedegoso e corda-de-viola foram inoculadas por imersao, por 60 min, em 4 mL de cada
cultura bacteriana (isolado 122 e 171) crescida em caldo nutriente com densidade optica
(D.O.) ajustada para 0,6 a 560 nm. O tratamento controle, sem inoculacdo, consistiu da
imersdo das sementes das plantas daninhas em caldo nutriente sem cultivo de
microrganismos por 60 min. Sementes de corda-de-viola e fedegoso foram previamente
lixadas para quebra de dorméncia, antes de serem submetidas aos tratamentos de
inoculacao.

Imediatamente apods a inoculagdo, as sementes das plantas daninhas foram
colocadas para germinar em bandejas de isopor contendo substrato Tropstrato HT
Hortalicas® (Vida Verde). Aos 16 dias apos semeadura (DAS) as plantulas de picdo-preto,
fedegoso e corda-de-viola foram transplantadas para os vasos, mantendo-se trés plantas,
para cada uma das espécies, por recipiente. O solo foi mantido irrigado manualmente,

diariamente, durante todo o experimento.
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A adubacdo de cobertura foi realizada aos 13 dias apés o transplantio (DAT) das
mudas, ou seja, 29 dias apds inoculago, aplicando-se 10 mL vaso™ de solugBes de nitrato
de amonio e cloreto de potassio, para adicionar ao solo 50 mg dm™ de N e K,
respectivamente.

Aos 40 e 50 DAS mensurou-se o diametro do caule das plantas de picdo-preto,
fedegoso e corda-de-viola. Nessas mesmas ocasifes também foi avaliado a altura das
plantas de picdo-preto e fedegoso. O didmetro do caule (mm) foi aferido com paquimetro
digital a uma altura de 1 cm do solo. A altura das plantas foi determinada com o auxilio
de umatrena, considerando na medicéo a distancia da superficie do solo até a gema apical.

Aos 50 DAS as plantas foram retiradas dos vasos e separadas em raiz e parte aérea.
Todo o material vegetal foi acondicionado em sacos de papel e colocado em estufa de
circulacdo forcada de ar (65 °C) para determinacdo da massa da matéria seca que foi
expressa em g vaso™.

Os dados de diametro de caule, altura e massa da matéria seca da parte aérea, raiz
e total foram analisados separadamente para cada uma das plantas daninhas, sendo os
mesmos submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (One Way Analysis of Variance on Ranks
test) a 5% de probabilidade. Os valores das varidveis foram apresentados graficamente

por meio da média + erro padrao.

RESULTADOS

A inoculacdo das sementes de picdo-preto e fedegoso com os isolados de
rizobactérias 122 e 171 ndo influenciaram o crescimento em altura dessas plantas (Figura
2). Semelhantemente, o uso desses in6culos ndo afetou o didmetro do caule de picdo-
preto, fedegoso e corda-de-viola, tanto aos 40 quanto aos 50 dias apds inoculacdo das

sementes dessas plantas daninhas (Figura 3).
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Figura 2 - Altura de plantas de picdo-preto (Bidens pilosa) [A] e fedegoso (Senna obtusifolia)

[B] aos 40 e 50 dias apds aplicacdo (DAA) dos indculos de rizobactérias 122 e 171 nas

sementes dessas plantas daninhas. As barras representam o erro padrdo da média (n = 4). ™ nédo
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Fonte: Os autores (2023)

Inéculo 171
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Figura 3 - Didmetro do caule de plantas de picdo-preto (Bidens pilosa) [A], fedegoso (Senna
obtusifolia) [B] e corda-de-viola (Ipomoea nil) [C] aos 40 e 50 dias ap6s aplicagdo (DAA) dos
inoculos de rizobactérias 122 e 171 nas sementes dessas plantas daninhas. As barras
representam o erro padrdo da média (n = 4). ™ ndo significativo pelo teste de Kruskal-Wallis (p
< 0,05).
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Fonte: Os autores (2023)

A aplicacdo dos isolados de rizobatérias 122 e 171 nas sementes de picdo-preto,
fedegoso e corda-de-viola ndo influenciou a producdo de matéria seca da parte aérea, raiz

e total dessas plantas apos 50 dias de cultivo (Figura 4).
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Figura 4 - Massa da matéria seca da parte area (A), raiz (B) e total (C) de plantas de picdo-preto
(Bidens pilosa), fedegoso (Senna obtusifolia) e corda-de-viola (Ipomoea nil) aos 50 dias ap6s
aplicacdo (DAA) dos indculos de rizobactérias 122 e 171 nas sementes dessas plantas daninhas.
As barras representam o erro padrdo da média (n = 4). ™ ndo significativo pelo teste de Kruskal-
Wallis (p < 0,05).
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DISCUSSAO

Os isolados de rizobactéria 122 e 171 nédo influenciaram o crescimento das plantas
daninhas picdo-preto, fedegoso e corda-viola (Figura 2, 3 e 4). Esses resultados divergem
dos encontrados por Kehl (2021), em que a inoculagéo dos isolados 122 e 171 em
sementes de picdo-preto reduziu em cerca de 17 e 28%, respectivamente o crescimento
em altura dessa planta daninha. Adicionalmente, plantas de picdo-preto inoculadas com
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os isolados 122 e 171 apresentam producdo de matéria seca da parte aérea, raiz e total
50% menor que as ndo inoculadas (KEHL, 2021). Essa divergéncia entre os resultados
das pesquisas, especialmente para as plantas de picdo-preto, pode ser devido a diferencas
nas condicdes de cultivo, uma vez que no estudo de Kehl (2021), as plantas de picéo-
preto foram cultivadas por 60 dias em substrato comercial Tropstrato HT, enquanto no
presente trabalho o cultivo foi realizado em solo. Além disso, Kehl (2021) realizou uma
aplicacdo de reforgo dos inoculos 122 e 171 aos 12 dias ap6s semeadura das plantas de
picdo-preto no substrato comercial.

A comunidade microbiana do solo é influenciada pelo tipo de solo, cultura, tratos
culturais, etc (GUPTA et al., 2022; WANG et al., 2020). E provavel que o
desenvolvimento dos inoculos de rizobactérias 122 e 171 tenha sido mais limitado no
solo, em comparacao ao substrato Tropstrato HT, devido a competicdo com a microbiota
existente no solo. Além disso, as condi¢des quimicas e fisicas do solo podem néo ter sido
favoréveis para o crescimento das rizobactérias 122 e 171. A diversidade microbiana do
solo é controlada pelo pH (WANG et al., 2020), condutividade elétrica (MONTEIRO et
al., 2021), préaticas agrondmicas e fatores ambientais em areas agricolas (BERTOLA;
FERRARINI; VISIOLI, 2021). Esses fatores podem estar associados ao insucesso da
aplicacdo das rizobactérias 122 e 171 em promover a inibi¢do do crescimento de plantas
de picao-preto cultivada em solo agricola.

Os isolados de rizobactérias, provenientes da rizosfera de picdo-preto, 122 e 171,
ndo influenciaram o crescimento de outras plantas daninhas, como fedegoso e corda-de-
viola (Figura 2, 3 e 4). Muitos agentes bidticos com agdo bioherbicida interagirem
especificamente com uma determinada espécie vegetal. Esses microrganismos crescem
dentro ou sobre a planta daninha alvo desenvolvendo a patogenicidade e
consequentemente, suprimindo ou levando a planta hospedeira a morte (KREMER,
2019). Por exemplo, Xanthomonas campestris pv. poae, € uma bactéria patogénica
recomendada especificamente para o controle de Poa annua (IMAIZUMI; HONDA,
FUJIMORI, 1999), enquanto que Pseudomonas fluorescens BRG100 produz metabdlitos
secundarios com atividade herbicida capaz de controlar Setaria viridis (CALDWELL et
al., 2012). Dessa forma, além de uma provavel restricdo do crescimento das rizobactérias
122 e 171 nas condi¢bes de cultivo do presente estudo, a especificidade desses
microrganismos a plantas de picdo-preto ndo pode ser descartada. Isso justifica a auséncia
de influéncia da inoculagdo dos isolados 122 e 171 no crescimento de fedegoso e corda-

de-viola.
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A identificacdo de microrganismos com potencial para atuarem com bioherbicidas
é desafiadora, pois muitas vezes a capacidade de inibicdo do crescimento de plantas
daninhas constata em condicdes de laboratorio e, ou casa de vegetacdo ndo se repete no
campo. Isolados bacterianos selecionados como supressores de plantas daninhas em
laboratdrio foram avaliados quanto a eficacia em condi¢des de casa de vegetacdo. Alguns
isolados de rizobactérias foram capazes de inibir, em até 75%, o crescimento de espécies
de plantas daninhas, enquanto alguns isolados nao expressaram qualquer efeito inibitorios
em condicOes de casa de vegetacdo (LI; KREMER, 2006). Ainda, deve-se destacar que
mesmo 0s potenciais agentes de controle biologico identificados em experimento em casa
de vegetacdo encontrariam interagcdes mais complexas com microrganismos nativos e
fatores ambientais quando aplicados em campo (LI; KREMER, 2006). Nessa pesquisa,
as rizobactérias 122 e 171, ndo confirmaram a capacidade de suprimir o crescimento de
plantas daninhas em condi¢6es de cultivo em solo e em casa de vegetacao. Todavia, deve-
se destacar que mais estudos devem ser realizados para verificar se forma de aplicacéo e

quantidade de microrganismos aplicados pode influenciar na resposta das rizobactérias.

CONCLUSAO

A inoculacdo das sementes de plantas daninhas com os isolados de rizobactérias
171 e 122 ndo influencia no crescimento das plantas daninhas picdo-preto, fedegoso e

corda-de-viola.
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