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RESUMO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma das culturas agricolas mais importantes
mundialmente, sendo afetada por diversas doencgas, entre elas a antracnose, causada por
espécies do complexo Colletotrichum spp., cujas populagdes tém apresentado crescente
resisténcia a fungicidas convencionais. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial de controle biolégico de um consércio fungico composto por
Clonostachys rosea CCMIBA37, Purpureocillium lilacinum_CCMIBA36 e Bjerkandera
sp._CCMIBA38, imobilizados em carvdo  ativado, contra Colletotrichum
gloeosporioides CCMIBA24. Foram conduzidos ensaios em campo com a cultivar de soja
IPR Pé-vermelho, testando diferentes combinacdes de aplicacdo do bioinoculante e do
patégeno. O desenvolvimento das plantas foi acompanhado até o estadio fenoldgico RS,
sendo avaliadas semanalmente altura total, area foliar e didametro do caule, além do peso
seco da parte aérea e das raizes ao final do cultivo. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e ao teste de Tukey (p < 0,05). Os resultados demonstraram que no consorcio
fungico, quando aplicado isoladamente, houve aumento significativo no diametro do caule
e na area foliar. Os tratamentos contendo apenas o patdégeno apresentaram as menores
médias para as variaveis de crescimento, confirmando seu efeito fitopatogénico. Os demais
tratamentos ndo apresentaram estatistica significativa. Adicionalmente, foi conduzido um
cultivo pareado in vitro para investigar o antagonismo direto entre os microrganismos do
bioinoculante e o patdgeno, sendo que o fungo Bjerkandera sp._ CCMIBA38 se destacou
como o antagonista mais promissor. Dessa forma, o consorcio fungico avaliado apresenta
potencial como bioinoculante, constituindo uma estratégia viavel para o manejo sustentavel
na cultura da soja.

Palavras-chave: Glycine max; antracnose; controle biolégico; fungos antagonistas;
consorcio fungico.
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ABSTRACT

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) is one of the most important agricultural crops worldwide
and is affected by several diseases, including anthracnose, caused by species of the
Colletotrichum complex, whose populations have shown increasing resistance to
conventional fungicides. Thus, this study aimed to evaluate the biological control potential
of a fungal consortium composed of Clonostachys rosea_CCMIBA 37, Purpureocillium
lilacinum_CCMIBA 36, and Bjerkandera sp. _CCMIBA 38, immobilized in activated charcoal,
against Colletotrichum gloeosporioides CCMIBA24. Field trials were conducted using the
soybean cultivar IPR Pé-vermelho, testing different combinations of bioinoculant and
pathogen application. Plant development was monitored until the R5 phenological stage,
with total height, leaf area, and stem diameter evaluated weekly, as well as shoot and root
dry weight at the end of cultivation. Data were subjected to analysis of variance and Tukey’s
test (p < 0.05). The results demonstrated that the fungal consortium, when applied alone,
significantly increased stem diameter and leaf area. Treatments containing only the
pathogen presented the lowest mean values for growth variables, confirming its
phytopathogenic effect. The remaining treatments showed no statistically significant
differences. Additionally, paired in vitro culture was conducted to investigate direct
antagonism between the bioinoculant microorganisms and the pathogen, with Bjerkandera
sp._ CCMIBA 38 standing out as the most promising antagonist. Therefore, the evaluated
fungal consortium shows potential as a bioinoculant, representing a viable strategy for
sustainable management in soybean cultivation.

Key words: Glycine max; anthracnose; biological control; antagonistic fungi; fungal
consortium
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1 INTRODUGAO

A agricultura representa um dos principais pilares da economia brasileira,
com destaque para a producao de soja (Glycine max (L.) Merrill), onde o Brasil ocupa o
posto de maior produtor mundial da oleaginosa, liderando tanto em area plantada quanto
em volume de exportagao nacional (CONAB, 2025; EMBRAPA, 2020). De acordo com o
UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE (USDA), no ano agricola 2024/25 o
Brasil liderou a producdo com 169 milhdes de toneladas, representando cerca de 40% da
produgédo global, superando os Estados Unidos (28%) e Argentina (12%). Esse cenario, no
entanto, é desafiado por fatores limitantes como a ocorréncia de doencas fitopatogénicas,
que comprometem a produtividade e a qualidade das safras em todas as regides produtoras
(Ghini; Hamada; Bettiol, 2011).

A expansao intensiva da soja, associada a falta de manejo fitossanitario
adequado, favoreceu a disseminacdo de doencgas causadas por fungos, bactérias e
nematoides, sendo os fungos responsaveis pelas infecgdes mais prevalentes (Yuan et al.,
2024). O controle quimico desses patdgenos ainda € o mais amplamente utilizado,
entretanto, seu uso intensivo tem provocado desequilibrios ambientais, como o surgimento
de populagdes resistentes, a contaminagao de recursos hidricos, solos e alimentos, além
de efeitos toxicos sobre organismos nao alvo e seres humanos (Mascarin et al., 2019).
Nesse contexto, métodos alternativos de manejo se mostram cada vez mais necessarios
(Sarzi et al., 2019; Raza et al., 2022).

O uso de agentes bioldgicos constitui uma abordagem mais sustentavel
para o controle de fitopatologias, ao explorar o potencial de microrganismos no controle
bioldgico natural de doengas em plantas (Lima, 2024; Romeiro, 2007; Yuan et al., 2024). O
sucesso crescente das pesquisas com métodos biolégicos de controle esta relacionado ndo
apenas a eficacia no controle de patdgenos, mas também a capacidade desses organismos
em promover a germinagao de sementes e o desenvolvimento das plantas (Sarzi et al.,
2019). Além disso, os custos envolvidos no controle biolégico correspondem, em média, a
apenas um tergo dos gastos com fungicidas e outros agroquimicos sintéticos (Mascarin et
al., 2019).

Diante desse contexto, torna-se essencial compreender, mesmo que
teoricamente, os mecanismos de agdo, a origem e o comportamento ecolégico dos
microrganismos envolvidos no controle biolégico, bem como os principais fitopatégenos que

acometem a cultura da soja. Além disso, é fundamental entender os aspectos relacionados
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ao desenvolvimento da planta, que influenciam diretamente na interacdo com esses
microrganismos e na eficacia das estratégias de controle adotadas.

Assim, este trabalho avaliou o potencial bioinoculante de um consércio
fungico composto por isolados previamente selecionados em estudos que demonstraram
resultados promissores tanto em biocontrole quanto em biorremediacao, especialmente
quando imobilizados em carvdo ativado (Siqueira, 2024). Os fungos Bjerkandera
sp._CCMIBA38, Clonostachys rosea_CCMIBA37 e Purpureocillium lilacinum_CCMIBA36
foram entao testados quanto a sua atividade antagonista frente ao complexo Colletotrichum
spp., que inclui espécies de importancia fitopatogénica, em cultivos de soja conduzidos em
vasos e em ensaios in vitro. Os microrganismos utilizados pertencem a Colecao de Cultura
de Microrganismos de Importancia Biotecnolégica e Ambiental (CCMIBA), vinculada a
UNILA.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 IMPORTANCIA AGRICOLA E ECONOMICA DA SOJA NO BRASIL

A soja (Glycine max (L.) Merrill), (familia Fabaceae, terceira maior familia
de plantas), é originaria do nordeste da China e constitui uma das culturas mais antigas do
mundo. Sua domesticagao ocorreu ha mais de 5.000 anos, com posterior difusdo gradual
para diferentes regides do mundo (Lima, 2024).

No Brasil, seu cultivo ocorre ha mais de 135 anos (Lima, 2024). Os
primeiros relatos da oleaginosa no pais remontam ao estado da Bahia, em 1882, por
D’Ultra. No entanto, a cultura ndo apresentou boa adaptacao as condi¢des climaticas locais
(Silva et al., 2022). Todavia, foi no estado do Rio Grande do Sul que a soja encontrou
condigdes mais favoraveis para seu desenvolvimento, sendo introduzida por E. C. Craig,
professor da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), para fins de pesquisa
cientifica. A partir de 1935, a produgao alcangou escala comercial no estado, com
exportagdes destinadas a Alemanha. Na década de 1960, a soja ja estava sendo cultivada
com sucesso em toda a regiao Sul do pais (Sediyama, 2009).

Avangos nas pesquisas de melhoramento genético e implementagédo de
fitotécnicas foram determinantes para a consolidagao do cultivo da soja em diversas regides
do territério nacional (Sediyama 2009). Instituigdes publicas e privadas tiveram papel

essencial no aperfeicoamento e implementacao do cultivo em larga escala, com destaque
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para Universidades, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Instituto
Agronémico de Campinas (IAC) entre outras. Os principais focos das pesquisas envolveram
adaptacdes as diferentes condi¢des climaticas, aumento da produtividade, resisténcia a
pragas e doencgas, além da determinagao das melhores épocas de semeadura (Silva et al.,
2022). Dessa forma, novas cultivares foram desenvolvidas e expandindo-se para outras
regides do pais (Wysmierski; Vello 2013).

Nenhuma outra cultura agricola no Brasil recebeu tantos investimentos em
pesquisas e programas estatais quanto a soja, provocando mudancgas significativas no
cenario econémico (Wysmierski; Vello 2013), devido ao seu elevado teor de proteinas, que
varia entre 30% e 53% nos graos, ao seu 6leo vegetal extraido e a sua ampla utilizagéo na
alimentacdo humana e animal (Silva et al., 2022).

A partir da década de 1970, a soja apresentou expressivo crescimento no
Brasil, tanto em termos de produgdao quanto de area cultivada (Figura 1). A produgao
ultrapassou 12 milhdes de toneladas em meados dessa década (Sediyama 2009), quando
a area cultivada se aproximava de sete milhdes de hectares, com produtividade média de
1.748 kg-ha™'. Nas décadas seguintes, além da expansao territorial, o aumento da
produtividade foi decisivo, refletindo avangos em genética, praticas de manejo e tecnologia

agricola.

Figura 1 - Crescimento da produgéo de soja (em milhdes de toneladas) e da area

cultivada (em milhdes de hectares) no Brasil
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Fonte: SILVA (2022), a partir de dados da CONAB (2020).
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Atualmente, o Brasil esta entre as nagdes mais competitivas do mundo na
producdo de commodities, sendo o maior produtor mundial de soja (Figura 2). A sojicultura
brasileira exibe resultados notaveis, com numeros expressivos, refletindo sua enorme
relevancia econdémica para o pais, com 169,49 milhdes de toneladas produzidas segundo
o ultimo levantamento, da safra 2024/25 (Figura 3). A area plantada foi de 47,61 milhdes
de hectares, com uma produtividade estimada em 3.560 kg/ha, liderando também o ranking

de pais que mais destina areas para o plantio dessa oleaginosa (CONAB, 2025).

Figura 2 - Producéao de soja 2024/2025, com destaque para o Brasil, sendo o maior

produtor mundial

Producgdo de sojo em toneladas métricas
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Fonte: USDA (2024).
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Figura 3 - Comparativo da produg¢ao de soja no Brasil nos ultimos oito anos,
apresentando area cultivada (em milhdes de hectares), produtividade média (kg-ha™) e

producao total (em milhdes de toneladas)

Fonte: CONAB (2025).

2.2 ASPECTOS BIOLOGICOS E MORFOLOGICOS DA SOJA

A soja € uma herbacea anual, autégama, de crescimento ereto, com folhas
trifoliadas e ampla variabilidade para suas caracteristicas morfoldgicas (Zhou et al., 2022).
As vagens sao pubescentes, com coloragdo variando do cinza ao marrom, geralmente
achatadas, retas ou levemente curvadas, medindo de 2 a 7 cm de comprimento, contendo
de uma a cinco sementes (Vieira, 2020). As sementes apresentam variedade de formas,
incluindo lisas, ovais e globosas, apresentando cores em tons entre amarelo, preto e verde.
Normalmente, sao observadas alturas da planta variando de 30 cm a 200 cm, dependendo
da cultivar e das condi¢des de cultivo (Silva et al., 2022).

A soja possui raiz pivotante bem desenvolvida, com emissédo de raizes
secundarias. O caule apresenta noés e entrends, sendo que em cada n6 ha uma folha e uma
gema axilar, da qual podem surgir ramos ou inflorescéncias (Calixto, 2020).

Durante o seu desenvolvimento, a planta exibe trés tipos distintos de folhas,
inicialmente as cotiledonares, seguidas pelas folhas unifolioladas, e, posteriormente, as
trifolioladas, que se diferenciam entre si quanto ao tamanho, formato e posicionamento
(Calixto, 2020).

Seu ciclo de vida entre emergéncia e maturagao varia entre 70 a 200 dias
(Vieira, 2020). Quando ocorre a maturagéo das plantas, o conteudo de agua das sementes
fica proximo a 13%, e entdo se inicia o processo de colheita. As sementes colhidas passam
por uma criteriosa selecao, padronizagao e limpeza, culminando no ensaque. Pode ocorrer

o tratamento dos graos com fungicidas ou inseticidas, para evitar riscos de contaminagao
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pos colheita (Silva et al., 2022).

2.2.1 Germinagao

A germinacé&o da soja depende principalmente de condi¢bes adequadas de
temperatura, luminosidade, disponibilidade de oxigénio, caracteristicas fisicas e quimicas
do solo, além de umidade suficiente. A agua é absorvida por toda a superficie da semente,
desencadeando os processos metabdlicos que culminam no inicio do desenvolvimento

vegetal (Neumaier et al., 2020), conforme observado na Figura 4.

Figura 4 - Germinagao da soja: (A) semente recém-plantada; (B) inicio da germinagao;
(C) crescimento da radicula; (D) alongamento do hipocétilo e liberagao dos cotilédones do
tegumento; (E) cotilédones emergindo no solo; (F) surgimento do primeiro par de folhas;

(G) cotilédones estendidos; (H) desenvolvimento das folhas primarias e alongamento da

plantula

Fonte: SILVA et al. (2022).

A soja apresenta germinagao do tipo epigéia, no qual os cotilédones sao
elevados acima do solo por meio do alongamento do hipocétilo. Em condigdes ideais de
umidade e temperatura entre 25 °C e 30 °C, a emergéncia ocorre entre 3 a 7 dias apoés a
semeadura, sendo inibida em temperaturas inferiores a 10 °C ou superiores a 40 °C
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(Lamichhane et al., 2020).

A radicula se desenvolve primeiramente, penetrando o solo em direcéo
vertical por meio do geotropismo positivo de seu apice, originando a raiz principal. Em
seguida, ocorrem as ramificagdes secundarias. Simultaneamente, o hipocaétilo cresce acima
da superficie do solo (Calixto, 2020).

O tegumento se desprende da semente antes da emergéncia. Quando os
cotilédones entram em contato com a luz, inicia-se a formagdo de pigmentos
fotossinteticamente ativos, responsaveis pela coloragao esverdeada da planta. Antes da
expansao horizontal dos cotilédones, emerge o primeiro par de folhas, que se afastam

gradualmente do né6 cotiledonar a medida que o epicotilo se desenvolve (Silva et al., 2022).

2.2.2 Morfologia Vegetativa e Reprodutiva

A soja apresenta de 2 a 35 flores hermafroditas por inflorescéncia, do tipo
racemo axilar. As flores sdo compostas, pequenas, de coloracdo geralmente branca, roxa
ou violeta (Silva et al., 2022). A antese ocorre preferencialmente nas horas mais frescas do
dia e é influenciada por fatores como fotoperiodo, temperatura e disponibilidade hidrica. A
floracao pode durar de 3 a 5 semanas, dependendo da cultivar e das condigbes ambientais,
sendo uma fase extremamente sensivel a estresses abiodticos (Thenveettil et al., 2024).

O sistema reprodutivo da soja € predominantemente autégamo, com a
autofecundacgéo garantindo a estabilidade genética das cultivares. No entanto, ha registros
de alogamia natural em porcentuais baixos (Silva et al., 2022). O florescimento tem inicio
entre 30 a 45 dias apds a emergéncia (Zhou et al., 2022).

Apos a fecundagao, desenvolvem-se as vagens, estruturas alongadas e
pubescentes que protegem as sementes em formagdo. Cada vagem pode conterde 1 a 5
sementes, com predominancia de 2-3 por fruto. O desenvolvimento das sementes ocorre
em sincronia com a maturacao fisiolégica da planta (Zhou et al., 2022). Durante essa fase,
a fixacao bioldgica de nitrogénio, realizada por rizébios simbidticos, desempenha papel
crucial no fornecimento de nutrientes essenciais para o enchimento dos graos (Calixto,
2020).

Enquanto ocorre o enchimento de graos, ha intensa atividade fisioldgica,
caracterizada pela translocagao de assimilados produzidos nas folhas para os érgaos
reprodutivos. O acumulo de massa seca nas sementes continua até que atinjam a
maturidade fisiolégica, quando o teor de umidade atinge aproximadamente 35%, e a planta

comeca a apresentar sinais visuais de senescéncia (Neumaier et al., 2020). A colheita, por
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sua vez, é indicada quando as sementes atingem cerca de 13% de umidade, condic¢ao ideal

para armazenamento e comercializag&o (Silva et al., 2022).

2.2.3 Fenologia da Soja

A caracterizagdo dos estadios de desenvolvimento é essencial para o
planejamento e a condug¢ao adequada do sistema de producdo, pois possibilita a adogao
de estratégias de manejo em momentos oportunos. A padronizagado das terminologias
fenologicas permite que produtores e pesquisadores utilizem uma linguagem comum,
facilitando a comunicacdo, a adog¢ao de boas praticas agricolas e a comparacao entre
estudos cientificos (Fehr; Caviness, 1978).

O ciclo da soja ¢ dividido por duas fases principais, a vegetativa (V) e a
reprodutiva (R). Suas subdivisdes sao feitas com base no numero de folhas e nés da haste
principal, bem como no aparecimento de estruturas florais, vagens e graos. A escala mais

amplamente adotada é a proposta por Fehr e Caviness (1977), representada na Figura 5.
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Figura 5 - Descricao dos estadios vegetativos e reprodutivos da soja

Estadios Denominacao Descrigédo
VE Emergéncia Cotilédones estdo acima da superficie do solo
VC Cotiledonar Folhas unifolioladas suficientemente estendidas, de tal modo que os
bordos nédo se tocam
V1 Primeiro né Folhas unifolioladas completamente desenvolvidas
V2 Segundo nd  Folha trifoliolada completamente desenvolvida, localizada no n¢ acima dos
nos das folhas unifolioladas
V3 Terceiro nd Trés nos sobre a haste principal com folhas completamente
desenvolvidas, iniciando-se a contagem dos nos a partir dos nos das
folhas unifolioladas
Vn Enésimo né n numero de nés sobre a haste principal com folhas completamente
desenvolvidas, iniciando-se a contagem dos nos a partir dos nos das
folhas unifolioladas
R1 Inicio da Uma flor aberta em qualguer né da haste principal
floragao
R2 Floragao plena Flor aberta e um dos dois ultimos nés da haste principal com folha
completamente desenvolvida
R3 Inicio da Vagem com 5 mm de comprimento em um dos quatro dltimos nos
formagéo da superiores com folha completamente desenvolvida sobre a haste principal
vagem
R4 Vagem Vagem com 20 mm de comprimento em um dos quatro ultimos nés
completamente superiores com folha completamente desenvolvida sobre a haste principal
desenvolvida
R5 Inicio da Semente com 3 mm de comprimento em uma vagem localizada em um
formagdo da dos quatro ultimos nos superiores com folha completamente desenvolvida
semente sobre a haste principal
R6 Semente Vagem contendo semente verde, preenchendo a cavidade da vagem
completamente localizada em um dos quatro ultimos nés superiores com folha
desenvolvida completamente desenvolvida sobre a haste principal
R7 Inicio da Vagem normal sobre a haste principal que tenha atingido a cor da vagem
maturacao madura
R8 Maturagéo 95% de vagens que tenham atingido a cor de vagem madura. Apos R8,
plena sdo necessarios de 5 a 10 dias de tempo seco para que a semente de

soia apresente menos de 15% de umidade

Fonte: FEHR; CAVINESS (1977), extraido de SILVA et al. (2022).

24

A fase vegetativa tem inicio com a emergéncia da pléantula (VE), marcada

pela elevagao dos cotilédones acima da superficie do solo. Em seguida, ocorre o estadio

VC, quando os cotilédones se abrem completamente. A partir dai, os estadios sao

numerados sequencialmente (V1, V2..Vn), com base no numero de nés com folhas

trifolioladas totalmente desenvolvidas no caule principal, até o inicio da floragéo (Fehr;
Caviness, 1977; Neumaier et al., 2020).

A fase reprodutiva inicia-se com o estadio R1, correspondente a abertura
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da primeira flor. Os estadios seguintes sédo: R2 (floragdo plena), R3 e R4 (formagao e
desenvolvimento de vagens), R5 e R6 (enchimento dos graos), e R7 e R8, que indicam a
maturidade fisiologica e total da planta, respectivamente (Fehr; Caviness, 1977).

E importante destacar que o periodo entre os estadios R3 e R6 é
considerado o mais critico do ciclo da soja, pois a planta apresenta alta exigéncia por agua
e nutrientes. Estresses hidricos ou térmicos nesse periodo podem causar redugdes severas
na produtividade. Além disso, a duracao do ciclo varia entre 70 e 200 dias, dependendo da

cultivar, fotoperiodo e condigdes climaticas (Neumaier et al., 2020).

2.2.4 Exigéncias Edafoclimaticas

A soja exige solos profundos, bem estruturados e com textura média, que
favorecam o desenvolvimento do sistema radicular, permitindo maior absor¢cao de agua e
nutrientes (Calixto, 2020). E fundamental que o solo apresente boa drenagem, pois o
encharcamento pode comprometer o crescimento das raizes e aumentar a suscetibilidade
a doencas radiculares (Neumaier et al., 2020).

A radiagéo solar € um dos fatores mais limitantes para o crescimento da
cultura, influenciando diretamente processos como fotossintese, elongagdo da haste
principal, expansao foliar e enchimento de graos (Fehr; Caviness, 1978). A soja desenvolve-
se melhor sob temperaturas entre 20 °C e 30 °C, com a faixa 6tima de crescimento situada
em torno de 30 °C (EMBRAPA, 2021).

O fotoperiodo, que representa o numero de horas de luz diaria absorvida,
regula o ciclo da soja, impactando especialmente a transigao entre os estadios vegetativo
e reprodutivo. Quando exposta a dias curtos, inferiores ao fotoperiodo critico da cultivar, a
planta entra em florescimento de forma antecipada; sob dias longos, o desenvolvimento
vegetativo € prolongado (Sediyama, 2009). Por esse motivo, a cultura é geralmente
semeada na primavera/verdao, com o plantio iniciando entre os meses de setembro e
outubro e floresce em condi¢cdes de dias mais curtos, durante o verao (Neumaier et al,
2020).

A disponibilidade hidrica é determinante para todas as fases do ciclo, sendo
mais critica durante a germinagao, emergéncia e floragao. Para que a germinacgao ocorra,
a semente precisa absorver cerca de 50% do seu peso em agua (Silva et al., 2022). As
exigéncias hidricas aumentam progressivamente até o enchimento de graos, fase em que
se observa o pico da demanda por agua, diminuindo a partir da maturagao (Neumaier et al,
2020).
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Apesar de ser uma das culturas mais adaptadas e o principal cultivo no
pais, a soja ainda € vulneravel a intempéries climaticas, o que pode provocar perdas
quantitativas significativas (Ghini; Hamada; Bettiol 2011). Além disso, o manejo
fitossanitario é considerado um dos maiores drenos econdmicos no cultivo, devido a
presencga de pragas e fitopatdgenos que comprometem o potencial produtivo e, em casos
graves, inviabilizam a safra (CONAB 2022; EMBRAPA 2021).

2.3 FITOPATOGENOS DA SOJA

A soja esta amplamente distribuida no mundo e, com a expansao de seu
cultivo para diferentes ambientes, tornou-se alvo de uma ampla gama de patégenos. Esses
organismos podem acometer todos os estadios de desenvolvimento e distintas partes da
planta, fazendo das doengas um importante fator limitante da produtividade (Sarzi et al.
2019).

A cultura € acometida por doengas causadas por diversos grupos de
patégenos, incluindo bactérias, virus, nematoides e, principalmente, fungos (Yu et al.,
2022). Os fungos representam os agentes mais preocupantes, devido a sua ampla
disseminagao e dificuldade de controle. Muitos deles produzem estruturas de resisténcia,
como esclerodios, esporos ou clamiddsporos, que permitem sua sobrevivéncia prolongada
em condigdes ambientais adversas (Angelotti; Hamada, 2017; Preisigke et al., 2017). Os

fungos fitopatégenos mais importantes da soja estdo no Quadro 1.
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Quadro 1 - Principais fungos causadores de doengas da soja

Nome comum Organismos Causais

Antracnose Colletotrichum truncatum

Mancha marrom Septoria glicinas

Podriddo de carvao Macrophomina phaseolina

Queima de vagens e caules Diaporthe sojae, Diaporthe spp.

Decomposigcao de sementes de Phomopsis Diaporthe longicolla, Diaporthe sojae, Diaporthe
spp.

Cancro do caule Diaporthe caulivora, Diaporthe aspalathi, Diaporthe
spp.

Amortecimento de Pythium e Pythium ultium, P. aphanidermatum, P. irregolare,

podridao da raiz P. torulosum

Mancha foliar olho de sapo/ra Cercospora sojina

Podridao radicular por Fusarium Fusarium spp.

Podridao da raiz e do caule de Phytophthora Phytophthora sojae

Mancha roxa nas sementes/Cercospora Cercospora kikuchii

Sindrome da morte subita Fusarium virguliforme

Mancha aérea por Rhizoctonia Rhizoctonia solani

Ferrugem asiatica da soja Phakopsora pachyrhizi

Podridao do caule de Sclerotinia (mofo branco) Sclerotinia sclerotiorum

Podridao parda do caule Phialophora gregata

Modificado de: HOSSEINI; VOEGELE; LINK (2023).

A ocorréncia de qualquer fitopatologia, no entanto, depende da
interacao de trés fatores fundamentais, sendo eles, a presenca de um patdgeno virulento,
um hospedeiro suscetivel e condicdes ambientais favoraveis. Essa relagao é conhecida
como tridngulo da doenga, sendo um conceito central na epidemiologia vegetal (Almeida et
al., 2005).

Com base na localizacdo dos sintomas e no comportamento dos agentes
etioldgicos, os patdgenos da soja podem ser agrupados em duas grandes categorias, 0s
que atacam a parte aérea da planta e os que habitam o solo. As doencas da parte aérea
sao frequentemente observadas no campo e causam sintomas visiveis em folhas, hastes,
vagens e cotilédones. Ja os patdégenos de solo comprometem principalmente raizes e

plantulas, afetando a emergéncia, o vigor inicial e, em muitos casos, predispondo a planta
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a infecgdes secundarias ou morte prematura (Hosseini; Voegele; Link, 2023).

Os sintomas tipicos de doengas foliares sdo manchas foliares, necroses e
ferrugens, que comprometem diretamente a area fotossintética da planta, acelerando a
senescéncia e diminuindo o acumulo de assimilados nos graos, impactando negativamente
a produtividade. Esses danos ocorrem especialmente nas fases reprodutivas, quando o
metabolismo da planta esta voltado para o enchimento das sementes (Calixto, 2020).

Ja os sintomas de doencas em decorréncia de patdogenos de solo
geralmente observa-se o tombamento de plantulas, podriddo radicular, murchas e
amarelecimento (Angelotti; Hamada, 2017). Os fungos podem sobreviver por longos
periodos no solo ou em restos culturais, devido a formacéo de estruturas de resisténcia,
como esclerédios, clamidosporos e micélio dormente, dificultando seu controle (Ajayi-
oyetunde; Bradley, 2018). A infecgéo por esses patdogenos pode desencadear uma série de
respostas bioquimicas nas plantas, pois afetam diretamente o sistema radicular da soja,
prejudicando a absorgdo de agua e nutrientes essenciais, 0 que compromete processos
fisioldgicos essenciais (Lima, 2024).

Na regido Oeste do Parana, as principais doengas reportadas em soja séo
a antracnose (Colletotrichum truncatum), septoriose ou mancha-parda (Septoria glycines),
oidio (Microsphaera diffusa), crestamento foliar de cercospora (Cercospora kikuchii),
mancha olho-de-ra (Cercospora sojina) e ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi) (Roese
et al., 2001).

Dentre as doencas, destacam-se as chamadas doencas de final de ciclo
(DFC), que incluem a antracnose, septoriose e crestamento foliar de cercospora. Essas
enfermidades manifestam-se geralmente nas fases reprodutivas da cultura, reduzindo a
produtividade ao afetarem diretamente a formagao e enchimento de gréos. A antracnose é
a principal doenga que afeta a fase inicial de formagéo das vagens (Almeida et al., 2005).

O manejo eficiente das doencas da soja exige estratégias integradas,
incluindo o uso de cultivares resistentes, tratamento de sementes, rotacdo de culturas,
manejo adequado do solo e aplicagao criteriosa de fungicidas, preferencialmente guiada
por monitoramento e diagndstico fitopatolégico precoce, a fim de garantir eficiéncia e
sustentabilidade na produgao (EMBRAPA, 2021; Yu et al., 2022).
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2.3.1 Colletotrichum spp.

Os fungos do género Colletotrichum (Teleomorfo: Glomerella) estdo
amplamente distribuidos em ambientes tropicais e subtropicais, sendo amplamente
reconhecidos por causar doengas economicamente importantes, denominadas
antracnoses (Motta, 2018). O género apresenta mais de 200 espécies, algumas claramente
definidas, mas existem varios complexos (Hosseini; Voegele; Link, 2023). Esse grupo é
caracterizado tanto por sua alta variabilidade morfologica quanto pela amplitude de
hospedeiros, uma mesma espécie pode infectar diferentes plantas, e também, um unico
hospedeiro pode ser colonizado por varias espécies de Colletotrichum (Menezes, 2013).
Colletotrichum spp. séo agentes causadores de antracnose em mais de 3.000 espécies de
plantas e estdo entre os 10 principais patégenos fungicos (Hosseini; Voegele; Link, 2023).

A antracnose da soja foi relatada pela primeira vez no Brasil, em 1961, no
estado do Rio Grande do Sul (Motta, 2018). Atualmente, € uma das doencas
economicamente mais importantes que afetam a sojicultura, estando disseminada em
diversos cultivos ao redor do mundo (Dias et al., 2018). E considerada a principal doenca
que afeta a formacgao de vagens, sendo encontrada em todas as regides produtoras do
mundo, especialmente em areas com condigbes de altas precipitagcdes e temperaturas,
acarretando danos que se estendem desde a folha, caule, vagem ao grao (Almeida et al.,
2005).

Além de C. truncatum, diversas outras espécies tém sido associadas a
antracnose da soja, formando um complexo etiolégico com elevada capacidade de
infeccado, que pode comprometer significativamente a produtividade, chegando, em casos
severos, a perda total da lavoura (Almeida et al., 2005). Apesar dos avangos no
reconhecimento dessas espécies, a etiologia da doenga ainda n&o esta totalmente
esclarecida. Essa lacuna de conhecimento sobre o patossistema soja-Colletotrichum
representa um obstaculo para o desenvolvimento de estratégias de controle eficazes
(Almeida et al., 2005).

A espécie mais frequentemente associada a antracnose da soja sendo
considerada o principal agente causal da doenca em escala global, & Colletotrichum
truncatum (Schwein.) Andrus & Moore (sin. C. dematium var. truncata) caracterizada pela
producao de conidios falciformes (Forseille, 2007). No entanto, ha ainda outras 11 espécies
associadas ao desenvolvimento da antracnose, como C. gloesporioides, C. coccodes, C.

cliviae, C. destructivum, C. graminicola (Barbieri et al., 2017), C. plurivorum, C. sojae, C.
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musicola, C. chlorophyti, C. incanum e C. brevisporum (Hosseini; Voegele; Link, 2023).
Apesar dessa diversidade, C. fruncatum ainda se destaca como a espécie mais prevalente
nos cultivos brasileiros (Dias et al., 2018).

O complexo Colletotrichum spp. apresenta alta variabilidade morfoldgica e
biolégica, o que dificulta sua identificacdo precisa e compromete o entendimento dos
aspectos epidemiologicos da doenca. Esses fungos apresentam a capacidade de
estabelecer infeccbes latentes, nas quais as plantas permanecem assintomaticas por
longos periodos. Os sintomas, nesse caso, tendem a se manifestar apenas em estadios
mais avancados do desenvolvimento (Motta, 2018). O patégeno pode se desenvolver
silenciosamente no interior dos tecidos corticais da planta, sem expressao visivel, até que
condicdes climaticas favoraveis desencadeiem sua atividade patogénica (Almeida et al.,
2005).

Infecgbes mais severas tendem a ocorrer a partir do estadio V1, embora os
sintomas geralmente s6 se tornem visiveis a partir do inicio da floragao (Calixto, 2022). A
suscetibilidade da planta ao patégeno é maior quando a infecgdo ocorre precocemente, nos
estadios V1-V2, enquanto em fases mais avancadas, como V5-V6, observa-se menor
vulnerabilidade (Motta, 2018).

A principal fonte de in6culo da antracnose da soja sao sementes infectadas
e restos culturais remanescentes de safras anteriores, sendo uma das primeiras doencas a
se estabelecerem. No entanto, a infeccdo pode ocorrer em todos os estadios de
desenvolvimento da planta, ja que o patdogeno possui elevada capacidade de dispersao,
sendo facilmente disseminado por respingos de chuva, vento e outros agentes ambientais
que transportam os esporos fungicos (Dias et al., 2018).

A antracnose apresenta maior ocorréncia em condigdes de alta umidade,
especialmente quando ha presenca de agua livre sobre o limbo foliar. A introducéo e
disseminagao do patégeno ocorrem, principalmente, por meio de sementes infectadas;
contudo, o fungo também é capaz de sobreviver como saprofito em restos culturais ou em
hospedeiros alternativos, mantendo-se viavel entre as safras (Hartman et al., 2015). Em
condigdes ambientais favoraveis, € comum a formacdo de estruturas de frutificagao
denominadas acérvulos, visiveis na superficie dos tecidos infectados (Calixto, 2022).

O sistema de plantio direto, amplamente utilizado atualmente, geralmente
alterna o cultivo da soja na primavera/verdo com o milho (Zea mays) no outono/inverno. No
entanto, a repeticao frequente dessas culturas em sucessao, com o retorno anual da soja

na mesma area, pode configurar uma monocultura rotacional, favorecendo a sobrevivéncia
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de fungos necrotroficos nos residuos culturais deixados na lavoura (Motta, 2018). Os restos
culturais da soja podem levar até 35 meses para se decompor completamente, e o género
Colletotrichum destaca-se como um dos principais fungos saprofitos presentes nesses
residuos, mantendo-se viavel no solo entre as safras (Reis et al., 2011).

Em plantulas, a antracnose pode causar lesbes nos cotilédones e
hipocotilo, podendo também causar o apodrecimento das sementes ainda antes da
emergéncia (Motta, 2018). Nos estadios V1 e V2, é comum o tombamento de mudas,
enquanto na face abaxial das folhas podem surgir nervuras necrosadas, com formato
variando de angular a alongado, apresentando coloracédo entre marrom e avermelhado
(Calixto, 2020). A presenca de acérvulos e cerdas escuras nessa mesma regiao foliar é
uma caracteristica diagnéstica importante, podendo também ser observada em caules,
peciolos e vagens (Almeida et al., 2005), conforme Figura 6. Em estadios mais avangados
de desenvolvimento, a doenga pode provocar necroses generalizadas nos peciolos, folhas,

hastes e vagens (Motta, 2018).

Figura 6 - Sintomas da antracnose na soja

Inicia com sintomas  Nos trifolios podem causar manchas no limbo e
em cotiledones emagrecimento das nervuras

Fonte: BAYER (2024).

2.4 CONTROLE QUIMICO DE FITOPATOLOGIAS

A soja esta presente em todas as regides brasileiras, de norte a sul, leste a
oeste (CONAB, 2022). No entanto, seu cultivo é altamente dependente da aplicagcéo de
defensivos agricolas para o controle de pragas e doengas. O uso de produtos quimicos

tornou-se uma pratica inevitavel, impulsionada principalmente pela necessidade de
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aumento da produtividade para atender a crescente demanda por alimentos (David, 2023).

Entre os métodos de controle fitossanitario, o quimico € o mais amplamente
utilizado, por ser relativamente acessivel, de rapida acéo e alta eficacia imediata (Kohler,
2022). Apesar da eficiéncia, o uso intensivo e, muitas vezes, indiscriminado desses
produtos, acarreta sérios impactos ambientais. Seus residuos podem causar danos diretos
e indiretos a fauna, flora e a microbiota do solo, além de afetar as propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas dos ecossistemas agricolas (Morillo; Villaverde, 2017). Estima-se que
menos de 0,1% dos pesticidas aplicados atinja de fato o alvo biolégico, enquanto o restante
se dispersa no ambiente, contaminando solo, agua e ar (Patinha et al., 2017).

Outro fator preocupante é o surgimento de populagdes resistentes aos
defensivos agricolas, um dos principais entraves ao controle quimico de doengas em
plantas (Motta, 2018). Essa resisténcia compromete a eficacia dos produtos e exige doses
maiores ou a introdugao de novos principios ativos, elevando os custos de produgao e os
riscos ambientais (Patinha et al., 2017).

Com a estimativa de que a populagdo mundial ultrapasse 9,5 bilhdes de
pessoas até 2050, a produgdo agricola precisara aumentar cerca de 60% para atender a
demanda global por alimentos (Saath; Fachinello, 2018). Diante desse cenario, torna-se
urgente o investimento em tecnologias alternativas de manejo, como o uso de agentes de
controle biolégico e insumos sustentaveis, que possam reduzir a dependéncia de
agroquimicos, preservar a biodiversidade e aumentar a resiliéncia das lavouras (David,
2023).

2.4.1 Controle Quimico de Colletotrichum spp.

A antracnose encontra-se amplamente disseminada nas regides
produtoras de soja no Brasil. Diante da alta incidéncia e da dificuldade de erradicagao da
doencga, o controle quimico tornou-se uma medida necessaria para preservar os niveis de
produtividade da cultura (Calixto, 2020; Ito, 2013). As estratégias de manejo da antracnose
incluem o uso de sementes sadias e resistentes, tratamento de sementes, rotacao de
culturas, adubacgao potassica equilibrada e, sobretudo, o controle quimico (Silva, 2018).
Dentre essas praticas, o tratamento com fungicidas continua sendo o método mais adotado
pelos produtores (Motta, 2018).

O tratamento de sementes com fungicidas é fundamental para prevenir
infecgdes iniciais, uma vez que sementes contaminadas podem comprometer a germinagao

e o vigor das plantulas (Dias et al., 2018). Contudo, devido a elevada frequéncia do
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patégeno em areas de cultivo, a pulverizagao foliar tem sido a principal técnica empregada
no controle da doenga, especialmente pela facilidade de aplicagéo e resposta rapida (Silva,
2018).

Os fungicidas aplicados geralmente contém um ingrediente ativo,
responsavel pela agao sobre o patégeno, e um ingrediente inerte, que atua como veiculo
ou diluente (Silva, 2018). Dependendo do grupo quimico e do mecanismo de agao, esses
compostos podem provocar a morte do fungo ou apenas inibir seu crescimento micelial e/ou
a esporulacdo (Motta, 2018). Atualmente, sao utilizadas formulagdes comerciais com
principios ativos pertencentes aos grupos quimicos benzimidazais, triazois, estrobilurinas e
carboxamidas (BRASIL, [s.d.]).

Entretanto, estudos recentes apontam uma queda na eficacia desses
produtos contra Colletotrichum spp. (Kohler, 2022). Essa dificuldade esta associada tanto
a escassez de informacgdes sobre o patossistema soja-Colletotrichum quanto a diversidade
de espécies envolvidas, que apresentam respostas distintas aos tratamentos quimicos.
Além disso, o uso intensivo de determinados principios ativos, sem um manejo adequado,
tem contribuido para o desenvolvimento de populagdes resistentes (Castro, 2019). A rapida
adaptacdo de populagbes fungicas tém demonstrado reducdo da sensibilidade aos
fungicidas, o que exige o uso de produtos com diferentes mecanismos de acao e encarece
o manejo (Motta, 2018).

Nesse cenario, torna-se essencial o investimento em estratégias
alternativas, como o uso de agentes de biocontrole, especialmente fungos antagonistas,

visando um controle mais sustentavel e eficaz da antracnose (Kohler, 2022).

2.5 CONTROLE BIOLOGICO (CB)

O controle biolégico consiste no uso de organismos Vvivos ou seus
metabdlitos com capacidade de reduzir a populagao ou a acao de um patdégeno especifico,
por meio de diferentes mecanismos de interagao (Eilenberg et al. 2001; Parra et al., 2024).
Esses mecanismos incluem competicdo por espaco e nutrientes, producao de substancias
antimicrobianas, inducao de resisténcia em plantas hospedeiras e interrupg¢ao do ciclo de
vida do patdgeno (Liu et al., 2016).

Esse tipo de controle € um fendmeno natural, pois todas as espécies
interagem com inimigos naturais ao longo de seus ciclos de vida, o que pode ser explorado
de forma aplicada (Parra et al., 2024). Segundo Lenteren et al. (2011), controle biolégico é

0 uso de um organismo para reduzir a populagdo de outro. Assim, microrganismos
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antagonistas podem ser utilizados com efeitos biocidas (morte do patdégeno) ou biostaticos
(inibicdo do crescimento) (Zambolim, 2010).

Embora muitas vezes tratado como inovagdo recente, ha registros
historicos do uso de CB desde o século Il a.C., quando formigas eram utilizadas para o
controle de desfolhadores na China. Um marco importante ocorreu em 1888, com o uso da
joaninha Rodolia cardinalis para controle do pulg&o-branco-dos-citros nos Estados Unidos.
No Brasil, o primeiro registro de introdugao de um inimigo natural para esse fim foi em 1921,

e depois, mais casos ocorreram (Parra et al., 2024), conforme o Quadro 2.

Quadro 2 - Introdugdo e uso das primeiras espécies antagonistas naturais para controle

bioldgico no Brasil

Praga alvo Ano de introdugao Origem Inimigo natural
Pseudaulacaspis 1921 EUA Encarsia berlesei -
pentagona - vespa
cochonilha P
Hypothenemus 1923 Continente africano | Prorops nasuta -
hampei - broca do vespa
café
Eriosoma lanigerum | 1928 Uruguai Aphelinus mali -

- pulgéo vespa

Ceratitis capitata - 1937 EUA (Havai) Tetrastichus

mosca da fruta giffardianus - vespa
Grapholita molesta - | 1944 EUA Macrocentrus
mariposa oriental ancylivorus - vespa
Antonina graminis - | 1967 EUA Neodusmetia
cochonilha sangwani - vespa
Diatraea saccharalis | Anos 70 Trinidad e Tobago, | Cotesia flavipes -

- broca da cana de Paquistao vespa

agucar

Pulgdes do trigo Anos 70 Vérios paises Parasitoides

Tuta absoluta - traga | Anos 90 Colémbia Trichogramma

do tomateiro pretiosum - vespa
Phyllocnistis citrella | 1998 EUA Ageniaspis citricola -
- mariposa vespa

Fonte: Modificado de: PARRA et al. (2024).
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Atualmente, o CB é considerado uma alternativa viavel e crescente para
reduzir o uso de defensivos quimicos. Ele vem apresentando resultados promissores,
especialmente pela sua efetividade, especificidade e menor impacto ambiental (Bettiol;
Morandi, 2009; Ferraz et al., 2010). O Brasil é atualmente lider mundial na produgao e uso
de tecnologias de biocontrole (EMBRAPA, 2019; Bettiol; Medeiros, 2023).

Nos ultimos anos, além dos avancgos cientificos, diversos produtos
comerciais a base de microrganismos tém sido desenvolvidos e aplicados em campo,
especialmente fungos filamentosos com acgédo contra doencgas importantes em diversas
culturas agricolas, sendo uma “solugao necessaria” (Bettiol; Morandi, 2009).

Entre os principais agentes bioldgicos utilizados no controle de doengas em
plantas, destacam-se fungos e bactérias com reconhecida atividade antagonista. O género
Trichoderma spp. € amplamente utilizado por sua capacidade de inibir fitopatégenos e
estimular o crescimento vegetal (Manjula etal., 2024). Clonostachys rosea atua por
micoparasitismo direto, produzindo enzimas hidroliticas e metabdlitos antifungicos
(Mascarin et al., 2022). Bactérias como Bacillus spp. tém se mostrado eficazes no controle
de doencas radiculares e também promovem o desenvolvimento das plantas (Sun et al.,
2023). As leveduras, por sua vez, destacam-se pela rapida colonizagao, produgido de
compostos inibidores e baixa toxicidade ambiental, o que as torna alternativas promissoras
aos fungicidas sintéticos (Kohler, 2022).

A formulagéo de tecnologias sustentaveis para manejo de doengas € cada
vez mais imprescindivel e representa uma tendéncia no setor agricola (Mello et al., 2007).
O uso de microrganismos antagonistas no controle de fitopatdgenos € uma alternativa
viavel especialmente diante da crescente resisténcia de patéogenos a fungicidas e dos
impactos negativos associados ao uso prolongado de quimicos (Dow et al., 2023).

Além da acgao direta sobre patdgenos, muitos desses microrganismos
atuam de forma benéfica na planta, promovendo a absor¢cédo de nutrientes e producao de
horménios vegetais como acido indolacético (AlA), citocininas e giberelinas, contribuindo
para o desenvolvimento e vigor vegetal (Shuping; Eloff, 2017).

Para o sucesso do CB, é essencial que o microrganismo antagonista tenha
um nicho ecoldgico compativel com o patégeno (Lima, 2024). Além disso, é desejavel que
o antagonista seja: 1) capaz de competir com o patégeno em seu ambiente; 2) resistente a
variagbes nas condigbes do meio; 3) incapaz de causar prejuizos ao homem e animais; 4)
apto para aplicagcao em diferentes culturas e acao contra diferentes patdégenos; 5) de facil
cultivo, reproducao, aplicacao e formulacao (Bettiol; Morandi, 2009; Morandi et al., 2006).
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2.5.1 Fungos com Potencial de Biocontrole

Os fungos desempenham papel essencial no equilibrio ecoldgico e tém
grande importancia agricola, atuando na decomposi¢cdo de matéria organica, degradagao
de substancias toxicas e promogéo do crescimento vegetal (Abreu et al., 2015). Além disso,
produzem metabdlitos secundarios como forma de defesa contra microrganismos
patogénicos, os quais vém sendo amplamente estudados para aplicagao na producao de
antibioticos e no controle de pragas (Lima, 2024).

Diversas pesquisas demonstram o potencial promissor de fungos no campo
da biodegradagao. Certos grupos fungicos possuem caracteristicas celulares que
favorecem processos de biossor¢cdo e degradacdo de compostos complexos (Dhankhar;
Hooda, 2011). Sao organismos de facil cultivo, o que facilita sua manipulagdo em
laboratorio e, além disso, a maioria das espécies fungicas n&o representa risco patogénico
(Zapana-Huarache et al., 2020).

Fungos biocontroladores apresentam mecanismos de acao diversificados,
atuando contra fitopatdgenos por meio de um ou mais mecanismos, como competigcao,
micoparasitismo e producdo de metabdlitos volateis e ndo volateis, o que contribui para
maior estabilidade e um amplo espectro de acdo (Calixto, 2020). Além da atividade
antagbnica, também promovem o crescimento vegetal e estimulam mecanismos de defesa
da planta (Bezerra et al., 2019; Bortolin et al., 2019).

2.5.1.1 Clonostachys rosea

Clonostachys rosea € um fungo saprofitico e ndo patogénico, pertencente
ao filo Ascomycota, amplamente distribuido nos solos e capaz de estabelecer relagbes
endofiticas com plantas. Essa espécie € amplamente reconhecida por seu potencial de
biocontrole contra uma variedade de fitopatdogenos, incluindo Colletotrichum spp.
(Rodriguez et al., 2011; Sun et al., 2020; Wu et al., 2018).

Como saprdfito, C. rosea coloniza residuos vegetais no solo, onde suprime
o crescimento e a esporulagdo de patdégenos vegetais, contribuindo para a redugao do
inéculo patogénico e promovendo um ambiente menos favoravel a infecgao (Da Silva et al.,
2021). Essa agao ocorre, principalmente, por meio de mecanismos de micoparasitismo, nos
quais cepas de C. rosea produzem e secretam metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana, como os peptaibols, além de enzimas degradadoras de parede celular

(CWDEs), como quitinases e B-1,3-glucanases. Essas enzimas atuam diretamente na
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destruicdo da parede celular de fungos fitopatogénicos (Da Silva et al., 2021; David, 2023;
Liu, 2016). Além disso, algumas cepas também liberam toxinas ou antibidticos que
enfraquecem ou eliminam o patogeno alvo (Sun et al., 2020).

Devido a esses mecanismos, cepas micoparasitarias de Clonostachys
rosea tém sido utilizadas como agentes de controle biolégico em importantes culturas
agricolas. Outro diferencial relevante dessa espécie é sua alta tolerancia a toxinas
microbianas e a fungicidas sintéticos, o que potencializa sua aplicabilidade em condi¢des
agricolas reais, inclusive como complemento ou alternativa ao uso de agroquimicos
convencionais (Da Silva et al., 2021).

Durante seu ciclo de vida, C. rosea produz duas formas distintas de
esporos, os conidios e os clamidosporos. Os conidios, presentes em conididéforos, podem
ser de dois tipos, ramificados verticiladamente ou penicilamente. Ja os clamiddsporos sao
estruturas de resisténcia geradas em resposta a condi¢des ambientais adversas, como pH
extremos e baixas temperaturas, sendo significativamente maiores e mais resistentes que
os conidios. As colbénias de C. rosea também apresentam variacdes de coloragao conforme
o meio de cultivo e as condigdes ambientais, podendo ir do branco-acinzentado ao amarelo
ou laranja (Sun et al., 2020).

No entanto, apesar de seu notavel potencial, as aplicagdes praticas de
Clonostachys rosea ainda sao limitadas. O género representa uma promissora fonte de
solugdes biotecnoldgicas que carecem de maior exploragéo cientifica, especialmente no
contexto do manejo integrado de doengas em culturas economicamente relevantes, como
a soja (Sun et al., 2020).

2.5.1.2 Purpureocillium lilacinum

O Purpureocillium lilacinum € um fungo do filo Ascomycota, de distribuigao
cosmopolita, amplamente encontrado em diversos ambientes terrestres e marinhos.
Naturalmente presente no solo e na rizosfera de diferentes culturas agricolas, destaca-se
por sua adaptabilidade, crescendo em uma ampla faixa de temperaturas e pH, além de
tolerar variados tipos de substrato (Chen; Hu, 2021). O P. lilacinum adota estilos de vida
flexiveis, podendo atuar como saprébio do solo, enddfito de plantas ou ainda como
patdgeno de nematoides (Khan; Tanaka, 2023).

Esse fungo é reconhecido por seu potencial como agente de controle
biolégico, especialmente contra nematoides fitopatogénicos, insetos e alguns fungos

causadores de doencas. Diversos estudos demonstram sua capacidade de infectar todos
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os estadios de vida de nematoides formadores de galhas, como Meloidogyne incognita, um
patdgeno de grande importancia agricola (Khan; Tanaka, 2023).

O mecanismo de acgédo de P. lilacinum envolve a producdo de enzimas
hidroliticas, como serina, proteases e quitinases, que atuam na degradagao da parede
celular de hospedeiros, facilitando a penetragcédo e colonizagdo dos tecidos (Elsherbiny et
al.,, 2019; Chen; Hu, 2021). Além disso, o fungo produz metabdlitos bioativos com
propriedades antagbnicas, contribuindo para sua eficacia como agente biocontrolador
(Rigobelo et al., 2024).

Na cultura da soja, estudos indicam que P. lilacinum pode desempenhar
papel benéfico adicional ao controle de pragas, promovendo o crescimento radicular,
aumentando a disponibilidade de fosforo e nitrogénio no solo e favorecendo a absorgao de
nutrientes pela planta (Rigobelo et al., 2024). Ensaios também demonstraram que solos
previamente inoculados com o fungo apresentaram reducgao significativa na formacéao de
galhas nas raizes causadas por M. incognita, reforgando seu potencial como alternativa
sustentavel no manejo de doencas de solo (Chen; Hu, 2021).

Dessa forma, Purpureocillium lilacinum é considerado um dos agentes de
biocontrole mais promissores no manejo integrado de pragas e doencgas, combinando
eficacia no combate a patégenos com efeitos positivos no desenvolvimento vegetal (Khan;
Tanaka, 2023).

2.5.1.3 Bjerkandera sp.

O género Bjerkandera, pertencente ao filo Basidiomycota, compreende
fungos saprofiticos comumente classificados como "fungos da podridao branca", devido a
sua capacidade de degradar eficientemente a lignina e outros componentes
lignocelulésicos da madeira. Essa habilidade é atribuida ao seu sistema enzimatico, que
inclui lacases, peroxidases e outras enzimas oxidativas, conferindo a esses fungos um
grande potencial biodegradador, ja que também apresentam tolerancia a ambientes
contaminados por metais pesados (Wang; Vlasak; Dai, 2021).

A espécie mais representativa do género € Bjerkandera adusta,
amplamente distribuida em regides temperadas e tropicais, geralmente encontrada em
madeira morta de angiospermas. Embora tradicionalmente estudada por seu uso em
processos de biorremediagao e biodegradagao de compostos organicos persistentes, como
corantes industriais e hidrocarbonetos, B. adusta vem despertando crescente interesse na

area do controle bioldgico de fitopatdégenos (Heinfling et al., 1988; Wang; Vlasak; Dai, 2021).
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Estudos recentes sugerem que B. adusta apresenta mecanismos de agao
que podem ser explorados no manejo de doengas de plantas, como competi¢cdo por espacgo
e nutrientes, micoparasitismo, indugao de resisténcia sistémica e producao de metabdlitos
antifungicos. Em particular, ha evidéncias de sua eficacia na inibicdo de Fusarium spp., um
importante patdégeno agricola, o que aponta para um uso potencial em programas de CB
(Feng et al., 2021).

Dessa forma, embora o uso de Bjerkandera sp. como agente de biocontrole
ainda seja incipiente, seu efeito incorporado em consércios com fungos ja consagrados no
CB, como Clonostachys rosea e Purpureocillium lilacinum, pode representar uma
abordagem promissora no desenvolvimento de estratégias sustentaveis para o manejo
integrado de doengas em culturas agricolas. O uso combinado desses microrganismos
pode ampliar o espectro de agao, aproveitando os diferentes mecanismos antagonistas de
cada espécie, Bjerkandera sp. com seu potencial na biorremediacdo de compostos
poluentes, enquanto os ascomicetos podem maximizar seus efeitos com foco na aplicagao

em controle bioldgico.

2.5.2 Biochar

O biochar, também conhecido como carvao ativado vegetal, € um material
carbonaceo obtido a partir da pirdlise de biomassa em condi¢gdes controladas de baixa ou
auséncia de oxigénio. Ele tem ganhado destaque na agricultura sustentavel devido a sua
versatilidade e aos diversos beneficios agronémicos e ambientais que oferece (Janu et al.,
2021).

Sua aplicagao no solo contribui para o aumento da produtividade, melhoria
da estrutura fisica e retengdo de agua, além de estimular o crescimento de plantas e a
atividade microbiana benéfica (Janu et al., 2021). Por ser rico em carbono estavel e matéria
organica, o biochar favorece o desenvolvimento da microbiota do solo e tem sido apontado
como um indutor do crescimento de micorrizas arbusculares, fundamentais na absorgao de
nutrientes pelas plantas (De Paula, 2020; Solaiman et al., 2019).

Além de suas propriedades como condicionador de solo, o biochar possui
um elevado potencial de adsor¢ao, atribuivel a sua alta porosidade, grande area superficial
especifica e estabilidade quimica (Janu et al., 2021). Essas caracteristicas permitem que
ele atue como um filtro natural, adsorvendo agroquimicos e poluentes do solo, o que reduz
processos de lixiviagdo e o risco de contaminagdo de aguas subterrédneas e superficiais.

Sua superficie contém sitios com cargas e caracteristicas hidrofébicas variadas,
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possibilitando interacbes seletivas com herbicidas como diuron, atrazina, bromoxil e
ametrina, contribuindo para a mitigacdo de impactos ambientais negativos desses
compostos (Zhelezova; Cederlund; Stenstrom, 2017).

Uma ampla gama de materiais pode ser utilizada como matéria-prima para
a produgao de biochar, sendo os residuos de origem vegetal os mais empregados devido
a sua alta disponibilidade e baixo custo (Weber; Quicker, 2018). Isso o torna um
componente importante na légica da economia circular, por viabilizar a reciclagem de
residuos agricolas e a recuperagao de nutrientes, reduzindo a dependéncia de insumos
sintéticos (Janu et al., 2021).

Além de seus usos agricolas, o biochar também possui aplicabilidade em
contextos industriais e ambientais, como em processos de remediagdo de solos
contaminados por metais pesados e compostos organicos persistentes, sequestro de
carbono atmosférico e até em sistemas de tratamento de agua (Zhelezova; Cederlund;
Stenstrom, 2017).

Dessa forma, o biochar representa uma tecnologia multifuncional, de baixo
custo e muitos impactos positivos, especialmente quando integrado a praticas de manejo
sustentavel. Pode servir como matriz para imobilizagdo e manutencdo da viabilidade de
microrganismos benéficos, prolongando sua agao no ambiente. Essa caracteristica o torna
um carreador eficiente para bioinoculantes, garantindo maior estabilidade e desempenho
dos agentes de biocontrole em condigbes de campo. Assim, a integracado entre fungos
antagonistas e biochar ndo apenas potencializa o0 manejo de fitopatdégenos, mas também
contribui para a promog¢ao da saude do solo e da cultura, em uma abordagem sustentavel
e de baixo impacto ambiental (Weber; Quicker, 2018).

Considerando que o biochar atua como matriz estavel para imobilizacéo e
manutenc¢ao da viabilidade de fungos antagonistas, favorecendo sua acao supressiva sobre
fitopatdgenos, e que também pode modificar atributos do solo, este trabalho propde avaliar
um consorcio fungico imobilizado em carvao ativado como alternativa sustentavel para o
manejo de doengas na cultura da soja. A seguir, sdo apresentados os objetivos que

nortearam este estudo.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial bioinoculante de um consércio fungico composto por
Purpureocillium lilacinum_CCMIBA36, Clonostachys rosea_ CCMIBA37, e Bjerkandera
sp._CCMIBA38, in vitro e in vivo, imobilizados em carvao ativado, verificando o potencial
de controle de fungos do complexo Colletotrichum spp, responsaveis por causar a

antracnose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Reativar e cultivar os isolados fungicos do complexo Colletotrichum spp., e
os fungos do consorcio bioinoculante, preservados na Colegao de Cultura

de microrganismos de Importancia Biotecnoldgica e Ambiental (CCMIBA);

e Testar in vitro o potencial antagonista dos fungos isolados e em consorcio,
frente ao Colletotrichum spp., por meio de ensaios de cultivo pareado, e

analise da taxa de inibicdo do crescimento micelial;

e Preparar o bioinoculante a partir da imobilizacdo do consércio fungico em

carvao ativado;

e Delinear e montar cultivos de soja em vasos para a execugado dos ensaios
de avaliacdo do potencial antagonista do consércio fungico frente a
Colletotrichum sp., bem como seus efeitos sobre o desenvolvimento

vegetal;
e Infectar plantas de soja com Colletotrichum sp.;
e Avaliar o potencial de antagonismo do consoércio fungico imobilizado no

carvao ativado, contra o Colletotrichum sp. em plantas infectadas, por meio

de um ensaio temporal em vasos.
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4 METODOLOGIA

4.1. LOCAL DA PESQUISA

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia
da Universidade Federal da Integracédo Latino-Americana (UNILA), localizado em Foz do
Iguacu, Parana, Brasil (altitude média de 192 m). O clima da regiao é classificado como
subtropical umido mesotérmico (Cfa), segundo Koppen-Geiger (ALVARES et al., 2013),
caracterizado por verdes quentes e umidos e invernos amenos. Parte dos experimentos foi

conduzida em area externa, no campus da universidade.

4.2 MICRORGANISMOS

Para o desenvolvimento do experimento foram avaliados os fungos
Bjerkandera sp. CCMIBA38, Clonostachys rosea CCMIBA37 e Purpureocillium
lilacinum_CCMIBA36, todos isolados de serrapilheira de solo agricola e depositados na
Colegao de Cultura de microrganismos de Importancia Biotecnolégica e Ambiental
(CCMIBA), da UNILA. Esses isolados foram selecionados a partir do projeto intitulado
“‘Desenvolvimento de Inoculante para Biorremediagdo de Solos Agricolas baseado na
Associacdo de Fungos e Carvao Ativado”, coordenado pela Profa. Rafaella Costa Bonugli
Santos e também no trabalho de Siqueira (2024) intitulado “Tratamento de Solo Agricola
Contaminado com Atrazina por Fungos Filamentosos Imobilizados em Carvao Ativado®,
Nesses estudos, os fungos foram avaliados em consorcio e submetidos a testes prévios
gue confirmaram sua viabilidade de imobilizacdo em carvao ativado.

Adicionalmente, os fungos foram previamente avaliados quanto a produgao
de enzimas ligninoliticas e a capacidade de degradagcdo do pesticida atrazina,
apresentando desempenho positivo em ambos os testes. A selecao dos isolados para a
composi¢cao do bioinoculante também levou em consideragao o potencial bibliografico de
controle bioldgico de fitopatdgenos, foco principal de avaliagao no presente estudo.

Para a reativagao e cultivo das linhagens fungicas do bioinoculante, foi
utilizado o meio de cultura Extrato de Malte Enriquecido (MA2E: 20 g/L de extrato de malte,
10 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura, e 16 g/L de agar, em agua deionizada),

conforme Siqueira (2024).

4.2.1 Fitopatogenos

Os isolados de Colletotrichum spp. também encontram-se depositados na

Versdo Final Honol ogada
03/ 03/ 2026 09: 37



43

CCMIBA e foram reativados e cultivados em placas de Petri contendo meio MA2E como
forma de padronizar os experimentos.

O isolado CCMIBA24 foi coletado em serrapilheira do Parque Nacional do
Iguacu (PNI) e as identificagdes moleculares revelam ser Colletotrichum gloeosporioides.
O isolado CCMIBA86 também ¢é de serrapilheira do PNI identificado como Colletotrichum
truncatum species complex. Ja o isolado CCMIBA188 ou R125, &€ de solo agricola,
identificado como Colletotrichum truncatum.

Escolheu-se C. gloeosporioides CCMIBA24 para infectar as plantas e
realizar os ensaios in vivo pois foi o unico fungo que demonstrou maior potencial de
esporulacao, o que era pré-requisito do experimento, uma vez que a infecgao seria causada
por suspensao de esporos. Entéo, para esse isolado, apds o cultivo por 10 dias em estufa
tipo B.O.D. (incubadora de temperatura controlada), foi preparado uma suspensao de
esporos em agua destilada estéril, por meio da raspagem superficial do micélio com auxilio
de alca de Drigalski. A suspensao dos esporos foi calibrada em Camara de Neubauer e
ajustada a 1,5 x 10° conidios/mL para infecgéo nas plantas.

Também foram preparados repiques de todos os fungos Colletotrichum
spp. para a realizagao dos ensaios in vitro de antagonismo, conduzidos em placas de Petri

contendo MAZ2E. As incubacdes foram realizadas a 28 °C, com fotoperiodo de 12 horas.

4.3 METODO DE CULTIVO PAREADO

Para avaliar o antagonismo in vitro dos fungos do consoércio contra
Colletotrichum spp. foram empregados dois métodos de confronto, ambos baseados na
técnica de cultivo pareado, também conhecida como cultura dupla conforme descrito por
Bell et al. (1982). Essa metodologia permite a observacdo direta da interagdo entre os
microrganismos em meio de cultura, possibilitando comparar o efeito de cada fungo sobre
um patogeno.

Inicialmente, os isolados fungicos foram reativados em meio solido MA2E
e incubados a 28 °C por 7 dias. Ap6s esse periodo, discos de micélio com 5 mm de didmetro
foram retirados das col6nias dos fungos do consércio e depositados a 1 cm da borda interna
de novas placas de Petri contendo o mesmo meio de cultivo. No lado oposto da placa, foi
inoculado um disco de micélio do isolado de Colletotrichum spp. pertencentes a colegao
CCMIBA. Os tratamentos foram realizados em ftriplicata, e as placas foram incubadas a
28 °C por 10 dias, sob fotoperiodo de 12 horas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Descrigao dos tratamentos de cultivo pareado

Tratamento Inoculagao
| | I
Controle 1 Colletotrichum gloeosporioides CCMIBA24
Controle 2 Colletotrichum truncatum species complex_ CCMIBAS86
| | I
Controle 3 Colletotrichum truncatum_CCMIBA188
| | |
Controle 4 Purpureocillium lilacinum_CCMIBA36
| | |
Controle 5 Clonostachys rosea_ CCMIBA37
| | I
Controle 6 Bjerkandera sp._ CCMIBA38
| | |
T7 Colletotrichum gloeosporioides_ CCMIBA24 + P. lilacinum_CCMIBA36
| ] |
T8 Colletotrichum gloeosporioides_ CCMIBA24 + C. rosea_CCMIBA37
| | |
T9 Colletotrichum gloeosporioides  CCMIBA24 + Bjerkandera sp. CCMIBA38
| | |
T10 Colletotrichum truncatum species complex_ CCMIBAS86 + P.
lilacinum_CCMIBA36
| | |
T11 Colletotrichum truncatum species complex CCMIBA86 + C. rosea_ CCMIBA37
| | |
T12 Colletotrichum truncatum species complex CCMIBA86 + Bjerkandera
sp._CCMIBA38
| | |
T13 Colletotrichum truncatum_CCMIBA188 + P. lilacinum_CCMIBA36
| | |
T14 Colletotrichum truncatum_CCMIBA188 + C. rosea_ CCMIBA37
| ] |
T15 Colletotrichum truncatum_CCMIBA188 + Bjerkandera sp._ CCMIBA38
| ] |
T16 Consoércio em tridngulo + C. gloeosporioides CCMIBA24
| ] |
T17 Consoércio em tridngulo + C. truncatum species complex_CCMIBA86
| ] |
T18 Consoércio em triangulo + C. truncatum_CCMIBA188
| | |
T19 Consorcio lado a lado + C. gloeosporioides_CCMIBA24
| | |
T20 Consorcio lado a lado + C. truncatum species complex_CCMIBA86
| | |
T21 Consorcio lado a lado + C. truncatum_CCMIBA_188

Fonte: Autoria propria.
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Como descrito anteriormente, foram avaliados dois métodos de confronto
para o consorcio fungico frente aos fungos do complexo Colletotrichum spp. No primeiro
meétodo, os isolados P. lilacinum_CCMIBA36, C. rosea CCMIBA37 e Bjerkandera
sp._ CCMIBA38, foram distribuidos em formato triangular, posicionados de forma
equidistante nas bordas da placa de Petri contendo meio de cultura MA2E. Os isolados de
Colletotrichum spp. foram inoculados no centro da placa, possibilitando a interacao
simultanea com os trés fungos do consorcio.

No segundo método, os mesmos trés isolados fungicos do consércio foram
distribuidos lado a lado, alinhados em uma extremidade da placa, enquanto o disco micelial
de Colletotrichum spp. foi colocado na extremidade oposta, promovendo um confronto
direto e linear entre o patdégeno e o consorcio.

Para a avaliagcdo do crescimento fungico nas placas de Petri, considerou-
se a morfologia circular das col6nias. Assim, a area ocupada por cada micélio foi estimada
com base na formula da area do circulo, A=1rxr?, onde r representa o raio da colénia medido
em centimetros e a constante 1 foi considerada como 3,1416.

A area total de uma placa de Petri padréo (90 mm de didmetro ou 9 cm) foi
calculada pela mesma férmula, resultando em aproximadamente 63,62 cm?. A porcentagem
de area ocupada por cada colbnia foi entdo determinada pela relagdo entre a area da
colonia e a area total da placa, multiplicada por 100, conforme a seguinte expressao: % da
area ocupada = (11xr?)/63,62 x 100. Considerando que o crescimento micelial pode ocorrer
de forma assimétrica, o raio de cada col6nia foi medido em quatro direcbes (superior,
inferior, esquerda e direita), sempre a partir do centro da colbénia. A média aritmética desses
valores foi utilizada como raio representativo, garantindo maior precisdo na estimativa da
area ocupada.

Para quantificar o potencial antagonista dos fungos frente ao patdégeno,
utilizou-se inicialmente a formula classica proposta por Royse e Ries (1978): Inibicdo do
Crescimento Radial (ICR) (%) = [(ry —r2) / r1] X 100, onde r; representa o crescimento radial
do patégeno em condigao controle (sem antagonista), e r, o crescimento do patégeno em
diregdo ao fungo antagonista. No entanto, visando uma estimativa mais realista do efeito
inibitério, foi aplicada uma féormula modificada que incorpora a zona de inibigao (ZI)
observada entre os dois micélios. A férmula utilizada neste estudo foi: ICR (%) = [(r1 —r2) +
Zl] / r; x 100. Nesta equacao, r, representa o crescimento maximo do patégeno em
condicéo livre, r, o crescimento do patégeno em direcdo ao antagonista, e ZI a distancia

entre os micélios sem crescimento visivel. Essa abordagem permite que a inibigao total seja
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expressa como a soma da reducéo direta no crescimento do patégeno com a zona de
inibicdo, em relacdo ao seu crescimento pleno. E nos casos em que nao houve formacéao
de ZI (i.e., contato direto entre os micélios), foi utilizada apenas a formula tradicional
baseada na diferenca entre os raios.

Para complementar a avaliagado quantitativa, foi aplicado o critério de Bell
et al. (1982), que classifica o antagonismo em uma escala de 1 a 5, com base na interagao
visual entre os micélios, onde 1: antagonista invadiu completamente a colénia do patégeno
e cobriu toda a superficie do meio, 2: antagonista cresceu pelo menos dois tergos da
superficie do meio, 3: antagonista e patégeno colonizaram aproximadamente a metade da
superficie do meio, 4: patdgeno colonizou pelo menos dois ter¢cos da superficie do meio,
resistindo a invasdo do antagonista e, 5: patégeno invade completamente a colénia do
antagonista, ocupando toda a superficie do meio. Essa escala qualitativa foi utilizada em
conjunto com os calculos de ICR para uma interpretacdo mais robusta do potencial de
biocontrole dos isolados testados. Para facilitar essa categorizacao com base nos valores
numericos de inibigdo obtidos, utilizou-se uma férmula condicional no Excel que associa
automaticamente as porcentagens as respectivas notas da escala. Esse procedimento
padronizado permitiu agregar uma dimensao qualitativa a analise, fortalecendo a robustez
da selegao dos isolados.

Para a analise do crescimento micelial em placas de Petri, os valores
obtidos de inibicdo do crescimento radial foram submetidos a analise estatistica.
Inicialmente, os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA), considerando-se
o nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Quando detectadas diferengas significativas, as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey. Os resultados foram expressos como media
+ desvio padrao e representados graficamente por meio de graficos de barras, nos quais

as letras indicam diferencgas estatisticas entre os tratamentos.

4.4 IMOBILIZACAO NO CARVAO ATIVADO E MONTAGEM DO BIOINOCULANTE

Os fungos do consorcio foram reativados em MAZ2E sélido, durante 10 dias
em estufa tipo B.O.D. a 28 °C. Apds os 10 dias de crescimento, a imobilizagdo do consoércio
foi realizada conforme Siqueira (2024).

Inicialmente foi preparado um pré-inéculo de cada fungo individualmente a
partir da adicdo de trés discos de micélio em Erlenmeyers com 25 mL de MAZ2E liquido

adicionados previamente com 5 g de carvao ativado autoclavado e incubados durante 10
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dias a 28°C (Figura 7a). Apds esse periodo, a biomassa de cada fungo foi filtrada com papel
filtro, em ambiente estéril, e transferida para um unico Erlenmeyer contendo 15 g de carvéo
ativado autoclavado e 3 mL de agua peptonada 1% tamponada (pH 7,0), para que os fungos
se desenvolvam de maneira conjunta, formando assim o consoércio do bioinoculante (Figura
7b). O consoércio foi incubado por 21 dias a 28°C. Apds o periodo de incubagao, o consércio
foi imediatamente aplicado no solo, sendo utilizados 25 g de bioinoculante por réplica (vaso)
em seus respectivos tratamentos. Alguns tratamentos envolveram apenas o biochar, onde

também foram utilizados 25 g, como forma de padronizar os experimentos.

Figura 7 - Cultivos para a obtencao do bioindculo, sendo o pré-indculo do fungo

Purpureocillium lilacinum_CCMIBA36 (a) e o inéculo contendo o consércio fungico (b)

® . " li g
(¥ 3
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Fonte: Autoria propria.

Para realizar a imobilizagao fungica no carvao ativado, foi utilizado o carvao
ativado comercial Biochar Brasil (adubo orgénico em pé, componentes: Nitrogénio, Fosforo,
Ferro, Cobre, Potassio, Caélcio, Zinco, Manganés, Magnésio, Enxofre, Boro e Sédio, n&do

inflamavel e sem nitrato de aménia).

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE DO POTENCIAL BIOINOCULANTE DO
CONSORCIO FUNGICO AO COLLETOTRICHUM SPP.

Para o ensaio in vivo, foi utilizado um delineamento experimental
inteiramente casualizado, contendo cinco tratamentos e um controle, com trés repeticoes

cada um, totalizando 18 amostras (Tabela 2).
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Tabela 2 - Descrigao dos tratamentos nos vasos

Tratamento Inoculacio
| El | Bioinoculante |
E2 Biochar
| E3 | Patégeno + Bioinoculante |
| E4 | Patogeno + Biochar |
| ES | Patégeno |
| E6 | Controle positivo: Apenas solo |

Fonte: Autoria propria.

Cada repeticao consistiu em um vaso contendo a soja, da cultivar IPR Pé-
Vermelho. A cultivar foi semeada em vasos de polipropileno, cilindricos, com capacidade
para 11 L, contendo 5,5 kg do substrato comercial. Inicialmente, foram colocadas 5
sementes por vaso, realizando desbaste apos a germinagéo e deixando uma planta por
vaso. No mesmo dia da semeadura nos vasos foi adicionado o bioinoculante (T1) nos
devidos tratamentos, homogeneizando com o substrato. Nos ensaios que envolveram
apenas o biochar, foi realizado o mesmo procedimento, homogeneizando-o com o
substrato. Apds 30 dias do cultivo, foi adicionado mais uma biomassa do bioinoculante (T2),
para aumentar o vigor, especialmente apds infecgao das plantas com o patdégeno.

As plantas receberam a inoculagdo do patdégeno quando chegaram ao
estadio fenoldgico V3 (segunda folha trifoliolada completamente desenvolvida), em torno
de 15-20 dias apdés a semeadura. A suspensdo de esporos, ajustada em 1,5 x 10°
conidios/mL, foi aplicada usando um pulverizador manual nos dois primeiros trifélios das
plantas de soja, sendo aproximadamente 2 mL por repeticdo (vaso). Os vasos com o
patéogeno foram colocados em camara umida por 72 horas, utilizando sacos plasticos

transparentes estéreis, umedecidos internamente, para favorecer a infecgéo (Figura 8).
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Figura 8 - Vasos apos a infecgdo do patdgeno, envolvidos em sacos estéreis, nos

respectivos tratamentos

Fonte: Autoria propria.

O ensaio foi realizado por 102 dias, até o estadio fenoldgico R5
aproximadamente. Durante todo o experimento, as plantas foram irrigadas diariamente,
especialmente devido as altas temperaturas registradas durante o verdo em Foz do Iguacu,
que exigiram atengao constante a manutencdo da umidade do substrato. Ainda assim, no
estadio vegetativo, observou-se um amarelecimento generalizado das folhas e um
crescimento reduzido em todas as plantas, independentemente do tratamento. Esses
sintomas podem estar relacionados a uma combinacgao de fatores abibticos, como estresse
térmico e deficiéncia nutricional, além de possiveis influéncias bidticas, como formigas.

Diante deste cenario, optou-se por realizar adubagdées com fertilizante
comercial NPK 10-10-10 (10% N, 10% P,0s5 e 10% K,0), em duas etapas. No plantio,
procedeu-se a adubagédo de base, aplicando-se 10 g de NPK por vaso, incorporados de
forma uniforme ao substrato. A adubacéo de cobertura foi realizada 30 dias apds o plantio,
com a aplicagcdo de 5 g de NPK por vaso, incorporados cuidadosamente ao solo.
Considerando a area estimada dos vasos (28 cm de didametro; 615 cm?), as doses aplicadas
correspondem a aproximadamente 1626 kg ha™ na adubacao de base e 813 kg ha™ na
adubacao de cobertura. Apds essa intervengao, foi possivel observar uma melhora geral
no desenvolvimento das plantas, indicando que a suplementacéo nutricional foi eficaz em

corrigir deficiéncias e restabelecer o vigor vegetal.
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4.5.1 Variaveis Mensuradas

Para a avaliagao dos testes in vivo, foram analisadas variaveis relacionadas
ao desenvolvimento morfoldgico da soja, incluindo a altura total da planta (cm), area foliar
total (cm?) e didmetro do caule (mm). A altura da planta e o didmetro do caule refletem o
vigor do crescimento e a capacidade de sustentagdo da estrutura aérea, enquanto a area
foliar € um indicativo da capacidade fotossintética e do potencial de produgao de biomassa.
Além disso, esses parametros permitem detectar precocemente os efeitos de diferentes
tratamentos ou estresses (Klahold et al., 2005; Di Napoli Nunes, 2025). As medigdes foram
realizadas semanalmente, para avaliar a resposta das plantas ao longo do ciclo,
especialmente nos tratamentos submetidos a infecgao.

Ao término do cultivo, foram incorporadas a analise mais duas variaveis, o
peso seco da parte aérea e o0 peso seco das raizes. O peso seco da parte aérea esta
intimamente relacionado ao potencial produtivo da planta, pois representa o investimento
em estruturas responsaveis pela fotossintese, transporte de nutrientes e, principalmente,
pela formagao de vagens e graos. Ja o peso seco das raizes fornece informagdes sobre o
vigor do sistema radicular, essencial para a absor¢gdo de agua e nutrientes, além de
representar a interface principal de interagdo com microrganismos do solo, como agentes
de biocontrole (Klahold et al., 2005; Carvalho, 2023). Assim, a inclusdo dessas variaveis
finais complementa as analises, oferecendo uma visao integrada da resposta da planta as
diferentes condi¢cdes experimentais e do potencial produtivo alcancado.

A altura total da planta e o didmetro do caule foram mensurados utilizando
um paquimetro digital. Ja a area foliar total foi estimada com o uso do aplicativo “Easy Leaf
Area”, que permite calcular de forma nao destrutiva a area das folhas a partir de imagens
(Meira, 2020). Para sua utilizagdo, posicionou-se um quadrado vermelho de tamanho
padrao de 4 cm? ao lado da planta fotografada, permitindo a calibragdo automatica da

escala e a medi¢ao da area foliar (Figura 9) (Santana, 2025).
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Figura 9 - Medicao da area foliar total, estimada pelo aplicativo “Easy Leaf Area”

Easy Leaf Area

OPEN HELP O Delete
CAMERA Background
Total Leaf Area = 184,85cm*2

1
[

Fonte: Captura de tela, celular da propria autora.

Ao término do cultivo, em 05 de fevereiro de 2025, quando as plantas
atingiram o estadio fenoldgico R5, foram determinadas as massas secas da parte aérea e
do sistema radicular. A parte aérea foi considerada como o conjunto de folhas, caule e
vagens com graos em formagdo, enquanto as raizes foram separadas e avaliadas
individualmente.

Durante a coleta, as plantas foram lavadas em agua corrente abundante
até que fosse possivel remové-las integralmente dos vasos, sem comprometer a
integridade de suas estruturas. Em seguida, o material vegetal foi separado em parte aérea
e sistema radicular e disposto em peneiras de malha fina para a completa remogao do solo
aderido as estruturas. Apds essa etapa, as amostras foram deixadas em escorrimento
sobre a bancada para a pré-secagem do excesso de umidade. Posteriormente, o material
foi transferido para sacos de papel e colocado em estufa de circulagdo forcada de ar a 65
+ 2 °C até atingir massa constante, conforme metodologia recomendada pela AOAC (2000)
e adaptada de Embrapa (1997). Apds a secagem, as massas secas foram determinadas

utilizando-se uma balanga analitica de precisao.

4 5.2 Analises Estatisticas

Os dados obtidos para as variaveis altura de planta, diametro do caule e
area foliar total foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), considerando cada

semana de avaliacido de forma independente, utilizando o software Past versao 4.0. A
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ANOVA pressupde que as observacgdes analisadas sejam independentes entre si, por esse
motivo optou-se por tratar cada momento de avaliacdo separadamente, permitindo a
comparacgao dos tratamentos dentro de cada periodo experimental, identificando diferengas
entre tratamentos em cada periodo de desenvolvimento das plantas.

Os dados obtidos para as variaveis peso seco (ao final do experimento)
também foram submetidos a ANOVA.

Quando observadas diferengas significativas entre os tratamentos (p <
0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Adicionalmente, foram elaborados graficos contendo as médias acompanhadas de seus
respectivos desvios padrao, com o objetivo de ilustrar o comportamento e a evolugdo do

crescimento das plantas ao longo do tempo para cada tratamento avaliado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Todos os fungos utilizados no estudo apresentaram bom crescimento em
meio MA2E, com colbnias visivelmente ativas e micélio vigoroso, conforme Figuras 10, 11
e 12. Tanto os isolados empregados nos testes de cultura dupla quanto aqueles utilizados
para o preparo dos pré-indculos demonstraram desenvolvimento adequado, sem

contaminagdes visiveis, 0 que garantiu a viabilidade dos experimentos subsequentes.

Figura 10 - Crescimento do fungo do consorcio Purpureocillium lilacinum_CCMIBA36

Fonte: Autoria propria.

Figura 11 - Crescimento do fungo do consoércio Clonostachys rosea_ CCMIBA37

R e TR

Fonte: Autoria propria.

Figura 12 - Crescimento do fungo do consércio Bjerkandera sp _CCMIBA38

Fonte: Autoria propria.
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Diversos estudos tém sido realizados na triagem de meios de cultura
adequados para fungos associados a plantas, sendo que os meios a base de extrato de
malte sdo consistentemente considerados uma opc¢ao promissora frente a outras
alternativas comuns, como o Agar Batata Dextrose (BDA) (Gangopadhyay; Panja, 2025).

O meio descrito na se¢do de metodologia, composto por 20 g/L de extrato
de malte, 10 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura e 16 g/L de agar em agua
deionizada, € uma formulagcdo com pH naturalmente baixo, devido principalmente ao extrato
de malte. Essa acidez é essencial para promover seletivamente o crescimento de muitas
espécies de fungos, ao mesmo tempo que inibe bactérias. Neste meio rico, a peptona e o
extrato de levedura servem como fontes primarias de nitrogénio e vitaminas, enquanto o
agar atua como agente solidificante. Combinados, estes componentes sustentam um
crescimento com morfologia e pigmentacgao tipicas (SIGMA-ALDRICH, 2025).

O extrato de malte, por si s6, é derivado da malteagao de graos de cevada.
Este processo desenvolve as enzimas a-amilase e B-amilase, que convertem os amidos do
grao em uma variedade de agucares mais simples (incluindo glicose, maltose, maltotriose
e maltodextrinas), culminando na disponibilizagdo de nutrientes essenciais que asseguram
o crescimento fungico ideal (Rooney et al, 2023). Esse crescimento satisfatorio foi essencial
para a conducdo das analises de antagonismo e das aplicagdes em bioinoculagao.

Todos os fungos do complexo Colletotrichum spp. (Figura 13), foram
utilizados nos ensaios in vitro. Ja o isolado C. gloeosporioides CCMIBA24 também foi

empregado nos testes em vasos.

Figura 13 - Fungos do complexo Colletotrichum spp., sendo: a) C.
gloeosporioides_ CCMIBA24; b) C. truncatum species complex_ CCMIBAS8G; c) C.

truncatum_CCMIBA188 ou R125
s =

P

a)

Fonte: Autoria propria.
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5.1 CULTIVO PAREADO

O ensaio de cultivo parado (também chamado de cultivo estatico) é uma
abordagem simples utilizada com frequéncia em estudos de controle biolégico. O objetivo
desse tipo de ensaio pode variar conforme o foco da pesquisa. No presente estudo
verificou-se a inibicdo do crescimento dos patégenos do complexo Colletotrichum spp.
(CCMIBA24, CCMIBA86 e CCMIBA188) na presenga dos fungos do consorcio fungico
(Purpureocillium lilacinum_CCMIBA36, Clonostachys rosea_ CCMIBA37 e Bjerkandera
sp._ CCMIBA38), utilizando diferentes configuragdes de cultivo pareado. Os tratamentos
foram realizados tanto com o patégeno e um fungo individual do consércio lado a lado,
como também, usou-se uma disposigcao triangular (C.T), com os fungos do consoércio,
juntos, equidistantes ao patégeno, este ficando na posigdo central da placa; e uma
disposigéo linear (C.L), com o patégeno em uma extremidade da placa e os fungos do

consorcio, juntos, na outra (Figura 14).
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Figura 14 - Testes de cultivo pareado, com avaliagbes em triplicata, sendo: a) Cultivos
envolvendo o isolado patogénico C. truncatum species complex_CCMIBAS8G6; b) Cultivos
com o patoégeno C. gloeosporioides_ CCMIBA24; c) Cultivos com o patégeno C.
truncatum_CCMIBA188 ou R125. As linhas apresentam, respectivamente: Bjerkandera
sp._CCMIBA38 + patogeno; C. rosea_ CCMIBA37 + patdgeno; P. lilacinum_CCMIBA36 +
patogeno; consorcio fungico lado a lado + patégeno; consércio fungico em disposi¢cao

triangular + patégeno

Fonte: Autoria propria.
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No ensaio de cultivo pareado em placas de Petri, foram utilizadas duas
abordagens para quantificar a inibigdo do crescimento do patégeno na presencga dos fungos
antagonistas do consoércio. A primeira abordagem baseou-se na estimativa da
porcentagem de inibicgdo com base na area total da placa, esta métrica fornece uma
estimativa proporcional da area que o patégeno ndo conseguiu ocupar em razao da
interagdo com o antagonista, sendo particularmente util para avaliar o impacto do
antagonismo sobre o avancgo do micélio. Essa abordagem € vantajosa por considerar o
espaco total disponivel para crescimento e traduzir o resultado em termos da eficiéncia
espacial do biocontrole. A Figura 15 apresenta as médias da porcentagem de inibicado do
crescimento do patégeno, dessa férmula, em diferentes combinag¢des dos isolados fungicos

do consoércio.

Figura 15 — Porcentagem média de inibicao do crescimento radial (ICR) dos
patdgenos nos ensaios. Barras representam a média + desvio padrao. Letras iguais

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados evidenciaram diferenca significativa entre os tratamentos
quanto a porcentagem de inibicdo do crescimento do patégeno (ANOVA, p=< 0,05).

Observou-se maior eficiéncia antagonista no tratamento envolvendo o isolado Bjerkandera
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sp._ CCMIBA38 frente ao patdégeno C. gloeosporioides CCMIBA24, e nos tratamentos
envolvendo os fungos antagdnicos em consorcio, frente a C. truncatum species
complex_CCMIBA86 e C. truncatum_CCMIBA188, que também demonstraram elevada
capacidade de inibicdo. O ensaio envolvendo Purpureocillium lilacinum_CCMIBA_36 frente
a C. gloeosporioides CCMIBA24 apresentou o menor valor de inibigao, diferindo
significativamente dos tratamentos mais eficientes.

Para a segunda abordagem, empregou-se a férmula de Inibicdo do
Crescimento Radial (ICR) ajustada, para incorporar a zona de inibigao (ZlI), esta férmula é
mais sensivel a assimetrias no crescimento micelial causadas pelo antagonismo direto e o

resultado esta na Figura 16.

Figura 16 - Porcentagem média de inibicdo do crescimento radial (ICR) dos
patdgenos nos ensaios, com formula incorporando ZI. Barras representam a média +

desvio padrao. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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Fonte: Autoria propria.

ICR (%)

37 +24 - -

CT+ 188_—1
S ——

38 + 24
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C.L+ 86

Observou-se maior eficiéncia antagonista nos tratamentos envolvendo o
isolado Bjerkandera sp._ CCMIBA38 frente aos patégenos C. gloeosporioides CCMIBA24
e C. truncatum_CCMIBA188, bem como nos fungos em consércio testados contra o
patégeno C. truncatum species complex CCMIBA86, os quais apresentaram as maiores

meédias de ICR. Os demais tratamentos apresentaram niveis intermediarios de inibicao, sem
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diferencas estatisticas entre si.

As anadlises realizadas com as diferentes formulas apresentaram perfis
similares de inibicdo do crescimento dos patdogenos, mesmo que os valores individuais
tenham sido diferentes, mas é importante analisar como a escolha do método de calculo
pode influenciar a forma de interpretacdo dos dados.

Ambas as abordagens reforgam a consisténcia do Bjerkandera sp. como
potencial agente de biocontrole, principalmente contra o patégeno C.
gloeosporioides CCMIBA24. Resultados similares também foram obtidos com o fungo
Bjerkandera  sp. CCMIBA38 frente ao patégeno C. ftruncatum  species
complex_ CCMIBA86, indicando a eficacia deste isolado, destacando-se como o
antagonista mais promissor do consorcio. Ja os fungos P. lilacinum_CCMIBA36 e C.
rosea_CCMIBA37 apresentaram desempenho inferior, independentemente da disposi¢ao
em placa ou do patdégeno testado, sugerindo uma menor atividade antagonista.

E importante considerar que a eficacia no controle de fitopatdgenos
depende de uma série de fatores, e que um organismo antagonista nem sempre apresenta
o mesmo desempenho frente a diferentes patdogenos. Espécies do género Bjerkandera,
especialmente Bjerkandera adusta, tém sido relatadas como agentes promissores de
controle bioldgico contra diversos fungos fitopatogénicos. O estudo recente de Chen e
colaboradores (2021) demonstra que B. adusta BK-1 apresentou forte inibi¢ao in vitro contra
seis diferentes patdégenos e reduziu significativamente os sintomas de doengas como mofo
cinzento, mancha-parda e pinta-preta precoce em plantas tratadas. Além disso, o fungo
mostrou capacidade de colonizagao estavel tanto no solo quanto nas folhas, reforgando seu
potencial para uso pratico como agente de biocontrole. Os mecanismos de ag¢ao descritos
incluem: micoparasitismo direto, com penetracdo e dano fisico as hifas dos patogenos;
inducao de defesas nas plantas, com aumento da atividade de enzimas relacionadas a
defesa (como catalase e peroxidase) e redugdo de marcadores de dano celular; e
colonizagao estavel, com persisténcia no solo e nas superficies vegetais (Feng et al., 2021;
Li, et al., 2022).

5.1.1 Escala de Bell et al. (1982)

Dando continuidade a analise, a fim de complementar a avaliacdo
quantitativa da inibicdo micelial, foi empregada a Escala de Bell et al. (1982), que permite
classificar visualmente o grau de antagonismo entre os organismos em uma escala de 1 a

5. Essa abordagem considera o padrdao de crescimento observado entre os fungos,

Versdo Final Honol ogada
03/ 03/ 2026 09: 37



60

variando desde a completa supressao do patégeno (nota 1) até sua dominancia total sobre
o antagonista (nota 5). Para facilitar essa categorizacdo com base nos valores numéricos
de inibicdo obtidos, utilizou-se uma férmula condicional que associa automaticamente as
porcentagens as respectivas notas da escala. A aplicagao dessa escala corrobora com os
resultados anteriores, evidenciando novamente o fungo Bjerkandera sp. CCMIBA_38 como
o mais eficiente no controle de Colletotrichum spp., com predominio de notas entre 2 e 3,

sugerindo forte acdo antagbnica mesmo em diferentes configura¢des de cultivo (Tabela 3).

Tabela 3 - Notas utilizando a escala de Bell et al. (1982), onde 1: antagonista invadiu
completamente a coldnia do patdgeno; 2: antagonista cresceu dois tergos da superficie; 3:
antagonista e patdgeno colonizaram a metade da superficie; 4: patégeno colonizou dois

tercos da superficie, e, 5: patdogeno invade completamente a colénia do antagonista

Amostra Repeticoes Notas atribuidas
| 36 + 188 | 3 | 4,4, 4 |
| 37 + 188 | 3 | 4,4, 4 |
| 38 + 188 | 3 | 3,33 |
| C.T +188 | 3 | 4,4, 4 |
C.L+188 3 4,4, 4
36 + 86 3 4,4, 4
37 + 86 3 4,4, 4
38 + 86 3 4,4, 4
C.T + 86 3 3,33
C.L+86 3 3,3,3
36 + 24 3 4,4,4
37 +24 3 4,4, 4
38 + 24 3 2,3,3
CT+24 3 4,4, 3
CL+24 3 4,4,3

Fonte: Autoria prépria.

Para a maioria dos tratamentos, a nota atribuida pela Escala de Bell et al.

Versdo Final Honol ogada
03/ 03/ 2026 09: 37



61

(1982) foi 4, o que indica que, embora tenha havido alguma interagdo antagénica, o
patdogeno ainda conseguiu colonizar uma porgao significativa da placa, resistindo
parcialmente a agao dos fungos do consércio.

Cabe destacar, porém, que o resultado in vitro isoladamente, por possuir
severas limitagbes, se torna apenas extrapolagao para a situagdo em campo (Fokkema,
1993), dentre elas: auséncia da planta hospedeira, sendo o limite mais critico que faz com
que mecanismos fisiolégicos mediados pela planta sejam ignorados; o foco exclusivo na
competicdo espacial, ja que as formulas utilizadas medem a inibicdo do crescimento
micelial mas ndo conseguem diferenciar e quantificar outros mecanismos de antagonismo
direto que sao fundamentais, e, portanto, ndo distingue se o bloqueio entre os fungos
ocorreu de forma fisica ou quimica (Harman, 2004); e simplificacdo do ambiente e da
interagdo molecular, j@ que o ambiente de uma placa de Petri, estéril, com nutrientes
abundantes e em uma superficie bidimensional, é drasticamente diferente da rizosfera ou
do filoplano (superficie da folha) (Fokkema, 1993).

Além disso, a escolha e 0 manejo do meio de cultivo sdo variaveis
fundamentais que podem influenciar significativamente os resultados de estudos de cultura
pareada em controle bioldgico (Vis; Ito; Hofmann, 2020). No presente estudo, por exemplo,
o meio MA2E foi selecionado com o objetivo de favorecer o crescimento dos fungos do
consorcio. No entanto, nido foi realizada uma avaliacido especifica do crescimento de
Colletotrichum spp. testando variados meios, apenas constatou-se que ele obteve um
crescimento consideravel no MA2E. Batata dextrose agar (PDA), no entanto, € o meio mais
comumente utilizado e eficaz para ensaios de cultura pareada envolvendo Colletotrichum
spp (Falke; Dhoke; Chandurkar, 2023).

A interagao real envolve um complexo didlogo com efetores, toxinas e o
reconhecimento de padrdées moleculares (MAMPs, do inglés, Microbe-Associated Molecular
Patterns) pela planta (Nagai, 2017). O teste em placa reduz a disputa progressiva e
evolutiva molecular a uma simples disputa por territério em um meio artificial. Devido a isso,
o teste in vitro foi considerado uma ferramenta util para analise do potencial antagdnico,
mas nao pode ser analisado de forma independente dos resultados in vivo, onde a interacao
tripartida (antagonista-patégeno-planta) péde ser melhor avaliada.
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5.2 POTENCIAL DE ANTAGONISMO DO CONSORCIO FUNGICO IMOBILIZADO NO
CARVAO ATIVADO, CONTRA O CoLLETOTRICHUM sP. EM PLANTAS INFECTADAS

5.2.1 Infecgéo

A inoculagdo do patdégeno foi realizada em 25 de novembro,
aproximadamente um més apds a semeadura, no estadio fenoldgico V3. A partir desse
momento, a manifestagdo dos sintomas da doenga passou a ser monitorada diariamente.
Os sintomas observados geralmente sdo manchas necréticas deprimidas e de coloragao
escura nos cotilédones, necrose nos peciolos, manchas-marrons irregulares nas folhas,
hastes e vagens e desfolha prematura, servindo como fonte de in6culo para o resto das
plantas, visto que o fungo esporula nas partes da planta que caem no chao, podendo servir
como fonte de dispersao por respingos de agua (Brito, 2019).

Alguns sintomas relatados acima foram observados durante este
experimento nos tratamentos contendo o patégeno, principalmente manchas-marrons nas

folhas e desfolha prematura, o que indica a possivel infeccédo (Figura 17).

Figura 17 - Sintomas observados nas plantas infectadas com C.
gloeosporioides CCMIBA24

Fonte: Autoria propria.

Durante todo o experimento, as variaveis referentes ao desenvolvimento
das plantas e a manifestacdo dos sintomas da doencga foram medidas semanalmente e
registradas para composi¢cdo das analises. Esses parametros permitiram observar nao
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apenas o efeito direto do patégeno sobre as plantas, mas também se o bioinoculante seria
capaz em mitigar danos, através do desempenho geral das plantas sob estresse

fitopatogénico. A seguir, apresentam-se os resultados obtidos para cada variavel avaliada.

5.2.2 Altura das plantas

Para a variavel altura total da planta, os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) considerando cada semana de avaliacdo de forma independente,
com o objetivo de verificar possiveis diferencas entre os seis tratamentos. Os resultados
indicaram que nao houve diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05) entre os
tratamentos em nenhuma das semanas avaliadas, sugerindo que, nas condi¢gbes do
experimento, os tratamentos nao influenciaram o crescimento em altura das plantas. Esse
resultado pode indicar que os tratamentos nao exerceram efeito direto sobre esse
parametro ou que as respostas das plantas ocorreram de maneira semelhante entre os
grupos avaliados. A evolugdo do crescimento em altura ao longo do tempo pode ser

observada na Figura 18, no qual os dados s&o apresentados como média acompanhada

do desvio padrao.

Figura 18 - Altura total das plantas (cm) ao longo das semanas de avaliagdo nos

diferentes tratamentos. Os valores representam a média + desvio padrao
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Fonte: Autoria propria.
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A altura total das plantas aumentou progressivamente ao longo das oito
semanas de avaliacdo em todos os tratamentos. Observa-se um padrdo de crescimento
semelhante entre os tratamentos nas fases iniciais, com diferenciagdo mais evidente a partir
das semanas intermediarias. E possivel verificar que o menor valor médio de altura foi
registrado no tratamento com a inoculagédo exclusiva do patégeno (E5), sugerindo que a
sua presenca e a auséncia de microrganismos benéficos ou condicionadores de solo
afetaram negativamente o desenvolvimento das plantas. No entanto, ndo foram observadas
diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos.

A promocao do desenvolvimento vegetal do ponto de vista fungico ja foi
previamente abordada na literatura por Chanclud e Morel (2016) e, apesar de ainda nao
compreendermos completamente o que ocorre neste caso, existem diversos mecanismos
ja cogitados e testados. A producdo de auxinas, principalmente o acido indol-3-acético
(AIA), um horménio fundamental que regula inUmeros processos na planta, incluindo a
divisdo e o alongamento celular, as respostas do crescimento em dire¢cado a um estimulo
(tropisticas), a diferenciacdo do tecido vascular e, crucialmente, a iniciagcdo e o
desenvolvimento de raizes laterais e adventicias, € um dos mecanismos mais bem
documentados dos fungos promotores de crescimento (Wang et al., 2024).

A biossintese fungica de AIA utiliza frequentemente o L-triptofano, um
aminoacido comumente encontrado nos exsudados radiculares, como precursor principal
(Khalmuratova et al., 2020). Ao produzirem AIA, os fungos endofiticos e micorrizicos
estimulam a planta a desenvolver um sistema radicular mais extenso e ramificado. Este
efeito, por sua vez, aumenta a capacidade da planta de explorar o solo e absorver agua e
nutrientes, criando um ciclo de retroalimentacao positiva (Wang et al. 2024).

A “remodelagdo” hormonal causada pelo fungo cria uma maior area de
superficie e estabelece um estado fisiolégico mais receptivo para a subsequente
transferéncia de nutrientes, que é entdo realizada de forma altamente eficiente pela rede
de hifas. Outro mecanismo é a producéo de giberelinas fungicas, hormdnios essenciais
para a quebra da dorméncia e a germinagdo das sementes, o alongamento do caule, a
floracao, o desenvolvimento de frutos e a senescéncia (Alvarez-Diaz, 2022).

Ademais, seria possivel o crescimento ser influenciado positivamente pelo
préprio patdgeno. As giberelinas citadas anteriormente, inclusive, foram inicialmente
identificadas a partir do estudo de um fungo patogénico, Gibberella fujikuroi, que causava
um crescimento excessivo em plantas de arroz (Khalmuratova et al., 2020). Isso ocorre

devido a uma certa “dualidade” no papel dos horménios produzidos pelos fungos, ja que as
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mesmas moléculas que sao utilizadas por simbiontes mutualistas para promover o
crescimento e facilitar a interagdo benéfica sdo também empregues por fungos patogénicos
como fatores de viruléncia (Tabela 4). Porém, isso ndo se sustenta quando observa-se os

ensaios contendo apenas o patégeno (ES5), onde obteve-se o pior desempenho de

crescimento.

Tabela 4 - Modulagao de hormdnios por Fungos Patogénicos vs. Simbidticos

Classe Papel na Papel na simbiose Resultado para a planta
hormonal patogénese
Auxinas Inducdo de tumores Promogao do Patogénese: Crescimento

e aumento da
viruléncia.

crescimento e
ramificacao radicular.

anormal, desvio de nutrientes,
doencas. Simbiose: Melhoria
da arquitetura radicular, maior
absorcao de nutrientes.

Envolvidas na
formacao de
tumores e

Citoquininas

essenciais para a
viruléncia total e

supressao de
defesas.

Promocao da diviséo
celular e do
crescimento geral da

planta e do simbionte.

Modulacéo da
adaptacéo ao
estresse.

Patogénese: Manutencgao de
sumidouros de nutrientes,
supressao de senescéncia,
aumento da suscetibilidade.
Simbiose: Crescimento vegetal
saudavel, modulacao da
relagdo mutualista.

Giberelinas Participacao

indireta.

Estimulacido da
germinagao de
sementes e

Patogénese: Contribuigdo para
os sintomas da doenca.
Simbiose: Aumento do vigor e

alongamento do caule. do crescimento geral da planta.

Fonte: Modificado de Khalmuratova et al (2020).

5.2.3 Area foliar total

Os dados de area foliar total foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) considerando cada semana de avaliacdo de forma independente. Para as
semanas 1 e 2, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos. No entanto, a partir da semana 3 até a semana 8, foram verificadas diferengas

significativas (p < 0,05), indicando que, ao longo do desenvolvimento das plantas, os
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tratamentos passaram a influenciar de maneira distinta, com alguns tratamentos
promovendo maior desenvolvimento foliar, enquanto outros apresentaram desempenho

inferior (Figura 19).

Figura 19 - Evolugao da area foliar total (cm?) ao longo das semanas de avaliagdo nos
diferentes tratamentos. Os valores representam a média + desvio padrao

900
—&— E2-S6 biochar
800 - E1-S6 inéculo
—&— E6 - Apenas solo
700 4 —® E3-Indculo + Pat
~&— E5 - Patégeno
—&— E4 - Biochar + Pat

600 A

500 A

400 A

300 A

Area foliar total (cm?)

200 A

100 -

14/11  06/12 1512  23/12  30/12 11/01  17/01  24/01
Semanas de avaliagao

Fonte: Autoria propria.

Quando observadas diferengas significativas pela ANOVA (p < 0,05), foi
aplicado o teste de comparagao de meédias de Tukey. Na semana 3, 4 e 5, o tratamento E5,
correspondente a presencga apenas do patdgeno, apresentou médias de area foliar total
significativamente menores em relagdo aos demais tratamentos, os quais nao diferiram
estatisticamente entre si. Na semana 6, os tratamentos E1 (s bioindculo) e E6 (apenas
solo) apresentaram as maiores médias de area foliar, ndo diferindo entre si e sendo
superiores aos demais. Nessa mesma semana, E5 (patégeno) e E4 (biochar + patégeno)
apresentaram as menores médias, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos,
enquanto E3 (bioinéculo + patégeno) e E2 (biochar) apresentaram valores intermediarios.
Na semana 7, a diferencga significativa foi observada apenas para E5 (patdgeno), que
apresentou area foliar inferior em relagdo aos demais. Ja na semana 8, o tratamento E5

diferiu estatisticamente apenas de E1 (s6 bioinéculo), mantendo médias inferiores de area
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foliar total ao longo de praticamente todo o experimento.

De modo geral, observa-se aumento progressivo da area foliar ao longo do
periodo experimental em todos os tratamentos. Entretanto, o tratamento contendo apenas
o patogeno apresentou menor desenvolvimento foliar, principalmente nas avaliagbes
intermediarias, indicando possivel efeito negativo do patégeno sobre a expansao das
folhas. Por outro lado, o tratamento contendo bioindculo apresentou uma certa tendéncia
de maior area foliar ao longo do tempo, sugerindo possivel efeito benéfico dessa condigéo
no desenvolvimento vegetativo das plantas, apesar de nao ter se diferenciado
estatisticamente dos demais.

O tratamento com apenas o patégeno (E5) apresentou a menor média entre
todos os grupos, o que confirma sua agédo deletéria sobre o crescimento da soja. Este
desempenho inferior mostra que a cepa é fitopatogénica, com impacto significativo sobre a
area foliar das plantas, prejudicando diretamente a fotossintese e o acumulo de biomassa.

Além das acgdes hormonais ja discutidas, a interferéncia da fotossintese e
acumulo de biomassa pela cepa possuem intensa agao de toxinas fungicas. Apesar de nao
ser possivel, no escopo do projeto, definir ou avaliar as toxinas exatas utilizadas pelo fungo,
a literatura sobre o assunto ja possui uma grande quantidade de informacao. Essas toxinas
costumam ser divididas entre toxinas seletivas ao hospedeiro (HSTs), que sao toxicas
apenas para genotipos especificos do hospedeiro, ou néo seletivas, com um espectro de
acdo mais amplo (Alvarez-Diaz, 2022). As HSTs s&o frequentemente fatores de
patogenicidade essenciais, determinando a capacidade de um fungo causar doenga em um
hospedeiro particular.

O mecanismo de agdo das toxinas é variado, mas frequentemente visa
componentes celulares cruciais para a fotossintese e o metabolismo energético. A toxina
cercosporina, por exemplo,& uma molécula fotossensibilizadora que, na presencga de luz,
gera espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio singleto. Essas EROs causam
uma enorme peroxidagdo lipidica, destruindo a integridade das membranas celulares,
incluindo as dos cloroplastos e mitocéndrias, 0 que leva a um colapso rapido da funcao
fotossintética e a morte celular (Padder, 2016). Outras toxinas, como o acido fusarico,
afetam a permeabilidade da membrana plasmatica e o balango hidrico, resultando em
murcha e, indiretamente, na interrupcéo da fotossintese por estresse hidrico e fechamento
estomatico (Padder, 2016). A acao dessas toxinas resulta em necrose tecidual, que se
traduz diretamente na perda de area foliar funcional.

Todos esses efeitos sdo essenciais para o sucesso do Colletotrichum na
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infeccdo. Uma vez dentro da célula epidérmica, o fungo inicia uma estratégia de infecgao
bifasica, conhecida como hemibiotrofia (Belisario et al., 2022). Inicialmente, o fungo se
comporta-se como um biotrofico. Ele desenvolve hifas largas e primarias que crescem entre
a parede celular e a membrana plasmatica da célula hospedeira, sem penetra-la. Durante
esta fase, o patdégeno estabelece uma relagdo intima com a célula viva, secretando
proteinas efetoras que suprimem as respostas de defesa da planta e influenciando a
maquinaria celular para desviar nutrientes, como agucares e aminoacidos, para seu proprio
crescimento. Esta fase ndo causa sintomas visiveis, permitindo que o fungo se estabelecga
sem ser detectado. Apos um periodo que pode variar de 48 a 96 horas, dependendo do
patossistema, o fungo realiza uma transi¢gao para um estilo de vida necrotrofico (Belisario
et al., 2022). Ele passa a produzir hifas secundarias, mais finas e agressivas, que matam
ativamente os tecidos do hospedeiro, liberando enzimas degradativas. O fungo entdo se
reproduz abundantemente nos tecidos mortos, liberando massas de novos conidios para
reiniciar o ciclo (Meyer; Klepker, 2007).

As lesbes necroticas que caracterizam a antracnose sao, por definicao,
areas de tecido morto. Conforme Farber et al. (2021) as manchas marrons ou negras,
lesdes necroticas caracteristicas da antracnose, sado desprovidas de clorofila e
funcionalidade celular, tornando-se "buracos" na superficie fotossintética da folha. Isso nao
apenas reduz a area foliar, mas também encurta o periodo de vida util da folha, diminuindo
o tempo total que a planta tem para acumular os fotoassimilados necessarios para sustentar
o crescimento e, crucialmente, o enchimento de graos ou frutos. A planta entra em um
estado de estresse fisioldgico e seu carbono acumulado é redirecionado da produgao para
a defesa (Farber et al., 2021).

Na soja, a infecgao direta das vagens transforma esses 6rgaos em drenos
de energia para o patégeno. O fungo consome os nutrientes que seriam alocados para o
desenvolvimento das sementes, resultando em abortamento de vagens, sementes
malformadas, enrugadas e com baixo peso que culminam em perdas de produtividade que
variam tipicamente entre 10% e 20%, mas podem ser muito maiores, chegando a perda
total em anos excepcionalmente chuvosos e com o uso de cultivares altamente suscetiveis
(Meyer; Klepker, 2007).
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5.2.4 Diametro do caule

Os dados referentes ao didmetro do caule foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), considerando cada semana de avaliagdo de forma independente,
sendo aplicado o teste de Tukey para comparacdo multipla das médias quando observada
significancia estatistica (p < 0,05). Diferencas entre os tratamentos foram observadas nas
semana 5 (p = 0,0009) e na 8 de avaliagao (p = 0,0001).

Na semana 5 de avaliagao, o teste de Tukey indicou que os tratamentos
E1 (s6 bioindculo), E2 (s6 biochar) e E6 (apenas solo) apresentaram os maiores diametros
de caule, enquanto o tratamento E5 (patdégeno) apresentou os menores valores, diferindo
significativamente dos demais. O tratamento E4 (biochar + patdgeno) apresentou
comportamento intermediario, ndo se destacando entre os maiores nem entre os menores
valores. Ja na semana 8, o tratamento E1 (sé bioindculo) apresentou a maior média de
diametro do caule, diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, os quais nao

apresentaram diferencas significativas entre si (Figura 20).

Figura 20 - Evolugéo do didmetro do caule (mm) ao longo das semanas, nos

diferentes tratamentos. Os valores representam a média + desvio padrao
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Diametro do caule (mm)
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Semanas de avaliagao
Fonte: Autoria propria.

Diferencas significativas foram verificadas principalmente nas avaliagdes

mais tardias, com destaque para o tratamento contendo apenas indculo, que apresentou
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maiores valores ao final do experimento, enquanto o tratamento contendo apenas o
patdbgeno apresentou menores didmetros. Os demais tratamentos apresentaram
comportamento intermediario e crescimento semelhante ao longo do tempo.

Esses resultados sugerem que o consorcio fungico aplicado de forma
isolada pode ter promovido o crescimento vegetal. Por outro lado, os tratamentos
envolvendo o patdégeno refletem um impacto negativo sobre o desenvolvimento da planta.
A aplicagao do consorcio fungico pode ser promissora para o fortalecimento vegetal, como
também pode ser visualizado nas Figuras 21 e 22, que apresentam a comparacao entre as

plantas de cada tratamento.

Figura 21 - Plantas conforme os seguintes tratamentos: Apenas bioinéculo (E1),
apenas biochar (E2) e apenas solo (E6), respectivamente, mostrando que E1 se
sobressaiu

Fonte: Autoria propria.
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Figura 22 - Plantas submetidas aos seguintes tratamentos: apenas patégeno (E5),
biochar + patégeno (E4) e bioinoculante + patégeno (E3), respectivamente. Observa-
se que o tratamento E3 apresentou melhor desempenho geral em comparagao aos
demais

Fonte: Autoria propria.

5.2.5 Peso seco

A analise do peso seco da parte aérea e das raizes foi realizada apenas ao
final do experimento, sendo os dados submetidos a ANOVA. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos para nenhuma das variaveis (p = 0,23 para a
parte aérea e p = 0,31 para as raizes). De modo geral, observa-se variagado numérica entre
os tratamentos, com tendéncia de maiores valores no tratamento contendo apenas inéculo,
porém sem diferencga estatistica em relagao aos demais. Esses resultados indicam que, nas
condigbes avaliadas, os tratamentos ndo promoveram alteragdes significativas na

biomassa final das plantas (Figura 23).
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Figura 23 - Peso seco da parte aérea e das raizes (g) nos diferentes tratamentos.
Os valores representam a média * desvio padrao

Peso seco da parte aérea - Gltima semana Peso seco das raizes - ultima semana

- S6 biochar
-Sé indculo

- Apenas solo
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- Patégeno

- Biochar + Pat

Peso seco (g)
Peso seco (g)

E2 E1 E6 E3 ES E4 E2 E1 E6 E3 ES E4
Tratamentos Tratamentos

Fonte: Autoria propria.

Observa-se que o tratamento contendo apenas o inoculante (E1)
apresentou a maior média. Por outro lado, o grupo contendo apenas patégeno (E5)
apresentou a menor média, indicando que a presenga do patogeno teve impacto negativo
sobre o desenvolvimento da parte aérea da planta (Figuras 24 e 25). Contudo, n&o houve

diferenca estatistica significativa entre os tratamentos.

Figura 24 - Sistema radicular das plantas, submetidas aos tratamentos: Patégeno +
biochar (E4), patégeno + bioinéculo (E3), patégeno (E5) e apenas solo (E6),

evidenciando diferencas no desenvolvimento das raizes

. cy
- 1 ) A W A S0
» PATS GENC i Lo

Fonte: Autoria propria.

Versdo Final Honol ogada
03/ 03/ 2026 09: 37



73

Figura 25 - Vista comparativa do desenvolvimento da parte aérea e do sistema

radicular das plantas sob diferentes tratamentos: E4 (patdgeno + biochar), E3

(patdégeno + bioindculo), ES (apenas patogeno) e E6 (solo controle)

Fonte: Autoria propria.

Cabe destacar que, apesar de grande parte das analises nao terem
apresentado significancia estatistica, acredita-se que isso pode ser atribuido, em grande
medida, ao numero reduzido de réplicas utilizadas no experimento (apenas trés por
tratamento). Trabalhar com plantas implica em lidar com uma elevada variabilidade
bioldgica, influenciada por fatores fisiolégicos, ambientais e até mesmo genéticos, o que
exige um maior numero de repetigdes para alcangar robustez estatistica. No entanto,
limitacbes de recursos e infraestrutura impossibilitaram a ampliacdo do delineamento
experimental neste estudo. Ainda assim, os resultados obtidos revelam tendéncias
consistentes em favor do consércio fungico, tanto na promogao do crescimento vegetal
quanto na atenuacao dos efeitos do patégeno, o que indica um potencial promissor para
futuras aplicacdes e validagdes em escala ampliada.

Embora existam diversos estudos demonstrando o potencial de
Purpureocillium lilacinum, Clonostachys rosea e Bjerkandera sp. como agentes de controle
biolégico, especialmente contra nematoides, insetos e outros fitopatdégenos fungicos, a
literatura cientifica atual ndo apresenta relatos especificos sobre sua agao direta contra o
género Colletotrichum, destacando a originalidade da proposta deste trabalho. Ao integrar
um consorcio fungico com potencial biocontrolador, imobilizado em carvao ativado, que por
si s0, ja possui propriedades que impulsionam o crescimento vegetal, faz com que esse tipo
de abordagem amplie o espectro de possibilidades para o manejo sustentavel de doencgas

na cultura da soja.

Versdo Final Honol ogada
03/ 03/ 2026 09: 37



74

Portanto, este trabalho contribui de forma inédita para o conhecimento
cientifico ao avaliar o desempenho conjunto de P. lilacinum, C. rosea e Bjerkandera sp.
frente ao patogeno Colletotrichum spp. A investigagdo dessa associagao é promissora e 0s
resultados obtidos, mesmo diante da auséncia de estudos prévios especificos, fornecem

uma base relevante para futuras pesquisas e validagées em campo.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O consércio fungico testado demonstrou capacidade de atuagao
multifatorial, indo além do antagonismo direto, ao contribuir para a saude e vigor das
plantas. No entanto, apesar das diferengas numéricas entre os tratamentos, nos variados
testes, a maioria das analises estatisticas ndo resultou em diferencas significativas entre si.
Isso se deve, em grande parte, ao numero reduzido de réplicas utilizado nos experimentos,
especialmente nos testes in vivo com plantas, que sao sistemas altamente variaveis por
natureza. Ainda assim, os dados apontam caminhos consistentes para investigacdes
futuras, utilizando este mesmo consércio fungico, especialmente com a ampliagdo do
numero de repeticdes e controle de variaveis ambientais.

Dessa forma, este estudo refor¢ca a importancia do controle biolégico como
estratégia viavel e sustentavel para o manejo de doengas em culturas agricolas. Os
resultados obtidos oferecem uma base sélida para futuras pesquisas com consorcios
fungicos, incentivando o aprimoramento de bioinoculantes e a realizagao de novos ensaios
em campo com maior numero de réplicas. Mesmo diante das limitacbes enfrentadas, os
achados aqui apresentados contribuem para o avango do conhecimento sobre biocontrole

e apontam solugdes promissoras frente aos desafios da agricultura moderna.
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