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RESUMO

A soja (Glycine max [L.] Merrill) ¢ a principal oleaginosa produzida mundialmente. O
6leo e a proteina extraida dos seus graos, servem como base para a alimentagao humana
e animal e matéria prima para produ¢ao de biocombustiveis. O Brasil, ocupa o posto de
maior produtor e exportador da commodity. Contudo, alguns fatores causam limita¢des
nos altos rendimentos, ao exemplo das doengas, comumente manejadas com defensivos
quimicos os quais geram a contaminacao dos ecossistemas e resisténcia dos patdgenos.
Visto a demanda por alimentos produzidos de maneira mais sustentavel, os bioinsumos
surgem como uma alternativa. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo,
avaliar o efeito de isolados de B. velezensis, B. megaterium ¢ T. longibrachiatum na
inducdo de resisténcia, solubilizacdo de nutrientes, promoc¢ao de crescimento € no
biocontrole de patdogenos que acometem a cultura da soja. Os experimentos foram
realizados na Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos. Com
os quatro isolados, realizou-se o confronto in vitro, dos patdogenos C. truncatum, C.
kikuchii, S. glycines, S. sclerotiorum, M. phaseolina, R. solani, D. longicolla e F.
tucumaniae. Também avaliou-se a capacidade de solubilizagdo de potdssio em meio
Pikovskara e fosforo em meio NBRIP. Em casa de vegetagdo, osisolados foram aplicados
em soja, e foi avaliado analises de enzimas ligadas a indugdo de resisténcia em plantas,
que incluem: determinagdo da quitinase, B 1,3 glucanase, proteinas totais, fenilalanina
amonialiase e compostos fendlicos. E conduzido em vasos o estudo de promogao de
crescimento, avaliando sistema radicular e parte aérea. O delineamento adotado foi o
inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes. Os dados obtidos foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk, a ANOVA seguido da andlise de regressdao no
software Rbio. Os resultados indicam que os isolados apresentam afeito antagonista dos
patdgenos confrontados, apresentando bom desempenho como solubilizador de fésforo,
enquanto que, para potassio apenas 7. longibrachiatum se destacou. E induziram a
producdo das enzimas quitinase e a B 1,3 glucanase. Bem como, atividade de promogao
de crescimento em plantas de soja tratadas com os isolados.

Palavras-chave:Trichoderma spp.; Bacillus spp.; bioinsumos; fitopatdogenos; biologicos.



ABSTRACT

Soybean (Glycine max [L.] Merrill) is the main oilseed produced worldwide. The oil and
protein extracted from its grains serve as a basis for human and animal food and raw
material for the production of biofuels. Brazil occupies the position of largest producer
and exporter of the commodity. However, some factors cause limitations in high yields,
such as diseases, commonly managed with chemical pesticides which generate
contamination of ecosystems and resistance of pathogens. Given the demand for food
produced in a more sustainable way, bioinputs emerge as an alternative. In this sense, the
present work aimed to evaluate the effect of isolates of B. velezensis, B. megaterium and
T. longibrachiatum on the induction of resistance, solubilization of nutrients, growth
promotion and biocontrol of pathogens that affect soybean crops. The experiments were
carried out at the Federal Technological University of Parand, Dois Vizinhos Campus.
With the four isolates, the pathogens C. truncatum, C. kikuchii, S. glycines, S.
sclerotiorum, M. phaseolina, R. solani, D. longicolla and F. tucumaniae were compared
in vitro. The solubilization capacity of potassium in Pikovskara medium and phosphorus
in NBRIP medium was also evaluated. In a greenhouse, the isolates were applied to
soybean, and analyses of enzymes linked to the induction of resistance in plants were
evaluated, which include: determination of chitinase, B 1,3 glucanase, total proteins,
phenylalanine ammonialiase and phenolic compounds. The growth promotion study was
conducted in pots, evaluating the root system and shoot. The adopted design was
completely randomized with four replications. The data obtained were submitted to the
Shapiro-Wilk normality test, ANOVA, followed by regression analysis in the Rbio
software. The results indicate thatthe isolates presentantagonistic effect ofthe confronted
pathogens, presenting good performanceas a phosphorus solubilizer, while for potassium
only 7. longibrachiatum stood out. And they induced the production of the enzymes
chitinase and the 1,3 glucanase. As well as growth promotion activity in soybean plants
treated with the isolates.

Keywords: Trichoderma spp.; Bacillus spp.; bioinputs; phytopathogens; biological.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max [L.] Merrill) é uma commodity economicamente importante na
agricultura mundial. O Brasil ocupa a posi¢cdo de maior produtor e exportador da oleaginosa.
Seus graos, fornecem 6leos e proteinas ricos para a nutricdo humana e animal, e também sdo
matéria prima exclusiva em distintos materiais industriais ¢ produc¢ao de biocombustiveis
(Hartman et al. 2011; Abdulkhani et al. 2017).

A demanda crescente por alimentos sauddveis, tém exposto a necessidade de
alternativas mais seguras e sustentaveis para o manejo, que promovam uma substituicdo
progressiva ou combinagdo com o uso de defensivos quimicos utilizados em escala nas praticas
de cultivo atuais (Rouphael; Colla, 2018; Rezende et al. 2021).

Alternativas sustentdveis e economicamente vidveis vém sendo cada vez mais
alavancadas. Entre elas, o uso bioinsumos a base de microrganismos eficazes no biocontrole de
patdogenos e promogaode crescimento vegetal, apresentando-se como uma das alternativas mais
seguras e sustentaveis para o meio ambiente (Soumare et al. 2019; Macik et al. 2020; Meyer et
al. 2022). Mitigando impactos como a contaminagao de ecossistemas, da saude humana e
animais e resisténcia dos patogenos, quando comparado com os fungicidas quimicos
(Albuquerqueetal. 2016).

Apesar dos avancgos de estratégias e tecnologias aplicadas no manejo de cultivos, ainda
hé limitantes de altos rendimentos de graos no campo. Ao destacar, perdas em razao das
doencas causadas por uma diversidade de fungos, bactérias, nematoides e virus (Bandara et al.
2020; Galeano, 2024). Lin et al. (2022), destaca que as perdas por doengas, bem como a
severidade destas doengas sdo influenciadas por variados fatores, ao exemplo da regiao de
semeadura, cultivar utilizada, ano safra, viruléncia da cepa do patdgeno e as praticas aplicadas
no controlo de doengas.

Existem intimeras doengas que acometem a cultura da soja (Henning et al. 2014). As
doencasradiculares, ocasionadas por patdgenos radiculares comoa podriddode carv 2o, causada
por Macrophomina phaseolina (Lodha; Mawar, 2020), o mofo branco, causado por Sclerotinia
sclerotiorum (Smolinska; Kowalska, 2018), o tombamento de plantulas causado por certas
espécies de Fusarium , podridao vermelha da raiz ou sindrome da morte subita (SDS) causada
por Fusarium spp. (Raseti et al. 2018; LIN et al. 2022), a podriddo radicular geografica e

deterioracdo da semente de Phomopsis, causadas por Diaporthe longicolla (Santos et al. 2011;
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Ghissi; Reis; Deuner, 2014) e o damping-off, causada por Rhizoctonia solani (Palacioglu et al.
2023).

Além de doencas foliares, como a ferrugem-asiatica, causada por Phakopsora
pachyrhizi (Wrather et al. 2010), a antracnose, causada por Colletotrichum truncatum (Seixas
etal.2022), manchamarromde Septoria e/ou mancha parda de agente causal o fungo Seproria
glycines (Allen et al. 2017) e crescimento foliar e mancha parpura causada por Cercospora
kikuchii (Soares et al. 2015).

Entre os agentes de biocontrole com maior destaque estdo os géneros Trichoderma e
Bacillus. Trichoderma spp. sdo fungos saprofiticos, cosmopolitas habitantes do solo,
pertencentes a familia dos Ascomicetos. Apresentam potencial antagonista sobre diferentes
patogenos (Blaszczyk et al. 2014). J& Bacillus spp. sdo bactérias Gram-positivas, em forma de
bastonete, moveis, capazes de produzir esporos (Villarreal-Delgado ef al. 2018; Beskrovnaya
et al.2021), categorizadas como rizobactérias (Sansinenea et al. 2019).

Estes microrganismos colonizam as raizes das plantas e a rizosfera na zona de
comunicag¢do planta-microrganismo. E contemplam um amplo modo de a¢do benéfico para as
plantas, ao exemplo da antibiose produzindo metabolitos toxicos a fitopatdgenos; degradacdo
da quitina componente da parede celular do fungo; competi¢ao pornutrientes e espaco; indugao
de resisténcia em plantas; que aliados ao crescimento vegetal que proporciona, producao de
fitohormonios, produgado de sideréforos, e solubilizadores de fosforo (Segarra et al. 2010;
Gajera, 2013; Borgeschagas et al. 2015; Grover ef al. 2021; Tyskiewicz, 2022; Meyer et al.
2022; Nunes et al. 2024).

A vista disso, investigar novos agentes de biocontrole pode auxiliar no manejo de
culturas gerando maior rentabilidade e tornando os cultivos mais sustentaveis. Portanto, o
presente estudo avaliou o efeito de isolados de Bacillus spp. e Trichoderma spp. na inducdo de
resisténcia, solubiliza¢do de nutrientes, promog¢do de crescimento e no controle das principais

doengas que acometem a cultura da soja.

1.1 Objetivo geral

Identificar e avaliar o efeito de isolados de Bacillus velezensis, Bacillus megaterium e
Trichoderma longibrachiatum na indugao de resisténcia, solubilizagao de nutrientes, promogao
de crescimento e no biocontrole de patdégenos que acometem a cultura da soja (Glycine max

(L.) Merrill).
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1.2 Objetivo especifico

e Avaliar o potencial de biocontrole dos isolados sobre os principais patdgenos que
acometem a parte aérea na cultura da soja: Colletotrichum truncatum, Cercospora
kikuchii e Septoria glycines.

e Avaliar o potencial antagonista dos isolados sobre os principais patdgenos presentes no
solo de importancia para a cultura soja: Sclerotinea sclerotiorum, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Diaporthe longicolla e Fusarium tucumaniae.

o Identificar o potencial de solubilizagao de Fosforo e Potassio em condicdes in vitro.

e Observarpotenciais efeitos na inducgao de resisténcia de plantas soja, cultivados em casa
de vegetacao.

o Estudar os efeitos dos agentes biologicos sobre a promocao de crescimento de plantas

de soja.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura da soja

A soja (Glycine max (L) Merrill) ¢ uma espécie que pertence a ordem Fabales, familia
Fabaceae ¢ género Glycine. E uma planta herbacea, ereta, de ciclo anual e de crescimento
morfoldgico diversificado, o qual depende do habito de crescimento, dependendo da cultivar e
das condigdes climaticas (Sediyama et al. 1993). A espécie ¢ reconhecida como principal
produtora de graos entre as leguminosas no que tange a producdo e comercializagdo mundial
(Barbieri; Stumpf, 2008).

Espécie que advém do nordeste Asidtico (China e regioes adjacentes) sua domesticagio
¢ uso na alimenta¢ao humana ocorre ha cerca de cinco mil anos. No século XVII a cultura foi
dispersada para outras regides da Asia, seguindo por navegagdes, do Oriente para o Ocidente,
chegando a Europa em 1739 e na América em 1804. No Brasil, os primeiros relatos datam em
1882 no estado da Bahia, posteriormente, em 1892 em Sao Paulo e em 1914 no Rio Grande do
Sul (Bergamin; Cancian; Castro, 1999; Chung; Singh, 2008), estado no qual inicia-se o cultivo.

No Rio Grande do Sul as primeiras cultivares de soja foram implantadas para fins de
avaliar o seu desempenho como forrageira e fonte de proteinapara alimentagdo animal, ao invés
de plantas produtoras de graos para a industria. Até a década de 1960, o Estado do Rio Grande
do Sul era o unico com potencial produtor da cultura no Brasil, devido as exigéncias e
caracteristicas das variedades que foram introduzidas dos Estados Unidos (Dall'agnol et al.
2007).

O aumento das areas de cultivo foi facilitado pela introduc@o de cultivares adaptadas as
condi¢des ambientais do sul do Brasil e pela implantagdao de programas de melhoramento que
permitiram o progresso da cultura para as regides de baixas latitudes. A vista disso, a expansio
da cultura para o centro oeste brasileiro ocorreu pelo desenvolvimento de cultivares com
periodo juvenil longo, adaptadas as caracteristicas do cerrado (Kiihl; Garcia, 1989; Mundstock;
Thomas, 2005).

A soja representa a principal oleaginosa produzida e consumida mundialmente.
Constitui-se uma espécie de grande interesse econdmico visto o elevado teor de proteina e dleo
dos graos (Roessing et al. 2005; Sediyama, 2016; Santos, 2015).

A cadeia produtiva da soja tem grande influéncia socioecondmica para o

desenvolvimento brasileiro. O cultivo da commodity perdura a construgcdo de uma complexa
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cadeia produtiva, promovendo empregos diretos e indiretos, gerando riquezas, fontes de renda
e o progresso de organizagdes de variados setores economicos. Os quais, baseiam-se no
complexo agroindustrial da oleaginosa, para desenvolver suas atividades (Hirakuri; Lazzarotto,
2014; Montoya et al. 2019; Vieira Filho, 2024).

Os griaos da oleaginosa sao amplamente utilizados como matéria prima em diferentes
processos do setor industrial, viabilizando a produgao da industria quimica e alimenticia de
produtos como leite de soja, farinhas, carne de soja e 6leo vegetal. Na nutricdo animal, com uso
do farelo de soja aplicado a formulagdo de ragdes e abastecendo a cadeia de proteina animal.
Além disso, naproducdo de biodiesel que tem o 6leo vegetal como principal insumo, bem como
na industria de materiais adesivos, colas, tintas, plasticos, entre outros (Hirakuri et al. 2014;
Sediyama, 2016; Bizari et al. 2017; Gaonkar; Rosentrater, 2019).

Segundo as estimativas de producdo para a safra brasileira 2024/25, as expectativas sao
de crescimento de produgao comparado ao ano safra anterior. Os dados do 4° levantamento
safra 2024/25 estimam uma producdo de aproximadamente 166 milhdes de toneladas, 12,6%
superior a da safra2023/24. J4 a 4rea cultivada de 47.4 milhdes de hectares, um crescimento de
2,7% em relagdo com a ultima safra, com previsdo de produtividade média de 3.509 kg ha
(CONAB, 2025). A nivel mundial, a produgdo da oleaginosa em dezembro/24 chegou a 424
milhdes de toneladas, sendo o Brasil o maior produtor com 169 milhdes de toneladas, seguido
dos Estados Unidos com produtividade de 118 milhdes toneladas e Argentina com 52 milhdes
toneladas (USDA, 2025).

Na literatura sdo descritos alguns fatores que contribuem para a producao sojicola estar
entre as atividades agricolas de maior destaque no mercado global, como: A expansdo da érea
de cultivo que vem aumentando continuamente; O aumento da produtividade, embora esta seja
afetada facilmente por diferentes estresses; O suporte tecnoldgico da cadeia produtiva; E por
fim, a garantia de mercado, sustentada pela alta liquidez do grao (Hirakuri; Lazzarotto, 2014;
Marin etal. 2022). Isso posto, torna-se constante a busca por novas tecnologias visando maiores
resultados, levandoem consideragdo as praticas que otimizem o cultivo (Neto; Souza; Mascaro,
2018).

Luca, Fattori e Marin, (2024), destacam a importancia de estudar os fatores que afetam
o desenvolvimento da soja, o que torna-se crucial para a tomada de decisdes informadas e a
realizacdo de andlises de risco, principalmente para uma cultura de tamanha importancia

econdmica para o Brasil.
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2.2 Doengas na cultura da soja

Entre os principais fatores que limitam o pleno potencial produtivo da soja estdo as
doengas, que podem impactar a cultura desde a germinagdo até a fase final de enchimento dos
graos ou sementes (Seixas et al. 2020). As perdas por doencas nos cultivos sdo expressivas
mundialmente, causando prejuizos econdmicos atingindo centenas de bilhdes de dolares a cada
ano safra (Yuetal. 2023).

Seixas et al. (2020), descrevem que as doencas podem ser ocasionadas por fungos,
bactérias, virus € nematoides. No entanto, a importancia econdmica de cada doenga varia entre
as regides e as safras sendo fortemente influenciada pelas condi¢des climaticas. As perdas de
producao devido a doengas sdo estimadas em torno de 15% a 20% ao ano; contudo, algumas
enfermidades podem causar prejuizos de at¢ 100%. Tendo exposto, para manter a elevada
producio da soja globalmente, o controle de doengas ¢ de extrema importancia (Juhasz et al.
2013; Sharma et al. 2025).

As doengas foliares ou doencas de parte aérea sdo consideradas um dos principais
limitantes na cultura da soja. Afetam a qualidade de graos e causam perdas consideraveis no
rendimento final (Igarashi ef al. 2010). O principal efeito visivel de patogenos causadores de
doencas foliares ¢ a reducao da area foliar sadia e da atividade fotossintética, reduzindo a
radiacdo solar interceptada (RI — radiation interception) e a efici€éncia no uso da radiagao
interceptada (RUE — radiation use efficiency) (Ferreira-Filho,2012; Almeida et al. 2015).

Na cultura da soja, as principais doencas foliares sdo associadas a patdgenos flngicos,
entre eles os biotroficos como a ferrugem-asiatica (Phakopsora pachyrhizi) e o oidio (Erysiphe
diffusa). Entre os patdgenos necrotroficos, destacam-se o crestamento de Cercospora
(Cercospora spp.) e a mancha-alvo (C. cassiicola). J4 as doengas provocadas por patdogenos
hemibiotréficos incluem a antracnose (Colletotrichum spp.) e a mancha-parda (S. glycines)
(Seixas etal. 2022).

Doengas transmitidas pelo solo referem-se aquelas causadas por patogenos que habitam
o solo e infectam as raizes e caules de plantas, apresentando maior complexidade de
identificagdoe controle no estagio inicial de manifestacdo dadoenga (Yuetal.2023). Medeiros,
Bavia e Seixas (2022), destacam grandes entraves nos cultivos anuais promovidas por
nematoides e por fungos causadores de podridoes radiculares.

Na literatura encontram-se descritasintimeras espécies flungicascausadorasde doencas,

incluem os géneros: Pythium (Hartman et al. 1999; Broders et al. 2007; Zitnick-Abderson;
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Nelson, 2015), Cylindrocladium (Michereff et al. 2005), Fusarium spp. (Roy et al. 1997; Aoki
et al. 2005; Scandini et al. 2012), Macrophomina (Negreiros et al. 2019; Santos et al. 2020),
Rhizoctonia (Ajayi-Oyetunde; Bradley, 2018), Sclerotinia (Bolton et al. 2006; Meyer et al.
2020) e Verticillium (Michereff et al. 2005).

Embora sejam diversos, patdogenos radiculares compartilham algumas caracteristicas
béasicas relacionadas ao solo. Por sobreviver e agir no solo durante parte de sua vida, eles sdo
fortemente influenciados por componentesabidticose bidticos, igualmenteas praticas aplicadas
ao solo, como, irriga¢do, plantio, aplicagdo de esterco e adubacdo (Paulitz; Schroeder;
Schillinger, 2010; Katan, 2017). De modo geral a infec¢do nas plantas ocorre via 6rgaos
subterraneos, todavia, alguns patdogenos também podem alcangar as partes superiores da planta.

Além de apresentarem elevada capacidade de competicdo saprofitica e podem
sobreviver em residuos de plantas introduzidos no solo, os patogenos formam estruturas de
resisténcia que garantem sua sobrevivéncia na auséncia de plantas hospedeiras, permanecendo
vidveis, e em elevadas densidades populacionais, por longos periodos (Wheeler; Rush, 2001;
Nelson, 2004).

Essas estruturas podem ficar dormentes no solo até que se tenha uma fonte de nutriente
que estimule sua germinagdo. Esse conjunto de caracteristicas ¢ uma das razdes pela qual os
fungos fitopatogénicos habitantes do solo, uma vez introduzidos numa éarea de plantio,
dificilmente serdao eliminados (Wheeler; Rush, 2001; Nelson, 2004). Igarashi et al. (2010),
apontam que a expansao do cultivo da soja para novas fronteiras agricolas, sem a adogao de
critérios técnicos apropriados resultou na rapida disseminacao de doengas que afetam a cultura
no Brasil.

Existem diversos patdogenos que promovem doengas e acometem a cultura da soja,
merecem destaque e neste documento foram divididos em doencas foliares como a antracnose
causada por Colletotrichum spp. (Seixas et al. 2022); a mancha purpura e crestamento foliar
por C. kikuchii (Godey et al. 2017; Godoy; Meyer, 2020) e mancha parda causada por S.
glycines (Seixas et al. 2022). E doengas radiculares como mofo-branco ou podriddo da haste e
da vagem que tem como agente causal o fungo S. sclerotiorum (Meyer et al. 2016), a podridao
cinzenta, causada por M. phaseolina; podriddao vermelha da raiz ou morte subita por Fusarium
spp. (Reis et al. 2014) e podridao radicular causada por D. longicolla (Ghissi; Reis; Deuner,
2014).

2.2.1 Doencas flngicas foliares: Patdgenos de parte aérea com ocorréncia na culturada soja
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2.2.1.1 Colletotrichum truncatum

Varias espécies do género Colletotrichum foram descritas como agentes causais da
antracnose C. coccodes, C. destructivum, C. graminicola e C. gloeosporioides (Hartman;
Sinclair; Rupe, 1999). Na década atual, duas espécies com conidios falciformes: C. chlorophyti
e C. incanum, também foram relatadas como agentes causais desta doenga (Yang;
Haundenshield; Hartman, 2012; Yang; Haundenshield; Hartman, 2014). E recentemente C.
cliviae passou a ser reconhecida como outro membro do complexo de antracnose da soja no
Brasil (Barbieri et al. 2017; Dias et al. 2018). No entanto, no Brasil a principal delas ¢
conhecida como Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus e Moore estagio telemorfo
Glomerella truncata (Sharma; Gupta; Ramteke, 2011; Seixas et al. 2022).

Por ser uma doenca favorecida em regides de altas temperaturas e umidade, a
germinacao do fungo requer, no minimo, 12 horas de molhamento foliar (Yang; Hartman, 2015;
Seixas et al. 2020). Este patdgeno apresenta a capacidade de sobreviver em sementes, 0 que
pode resultar no apodrecimento das mesmas no solo antes da emergéncia. Plantulas
provenientes de sementes infectadas exibem necrose nos cotilédones, podendo ocorrer
progressdo da infec¢do para o hipocdtilo, culminando no tombamento da planta (Yang;
Hartman, 2015).

Na parte aérea da planta, o principal sintoma ¢ a queda prematura e o apodrecimento
das vagens. Quando infectadas no estagio inicial de desenvolvimento, as vagens apresentam
coloracao castanho-escuro a negra, sofrendo abortamento da formacao de graos e adquirindo
um aspecto retorcido. Durante o enchimento de grdos, as lesdes surgem como pontos
encharcados (anasarca), que evoluem para manchas negras circulares. Os pontos escuros
observados nas lesdes correspondem as estruturas de reprodugdo do fungo (acérvulos). Nas
hastes, peciolos e racemos florais, a infec¢do se manifesta como manchas negras, levemente
deprimidas e brilhantes. Nas folhas, € comum a presenga de lesdes necroticas pretas sobre as

nervuras (Henning et al. 2014; Seixas et al. 2020).

2.2.1.2 Cercospora kikuchii

Cercospora kikuchii (Mastsumoto & Tomoyasu) MW Gardner, causador do

crescimento foliar e mancha purpura pode atacar folhas, peciolos, hastes, vagens e sementes
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(Hartman et al. 1999; Henning et al. 2014; Soares et al. 2015). Este fitopatégeno produz uma
toxina, chamada cercosporina, que desempenha um papel muito importante na sua capacidade
de infectar a planta e é um fator de viruléncia que intervém na gravidade da doenga (Upchurch
et al. 1991; Daub; Ehrenshaft, 2000).

Nas folhas, os sintomas manifestam-se como pequenas pontuacdes de coloragdo
castanho-avermelhada com bordas irregulares, as quais aderem-se formando grandes manchas
escuras, resultando em crestamento e desfolha precoce, iniciando nas folhas do ter¢o sup erior
da planta. Em alguns casos, ¢ possivel observar necrose nas nervuras. Nas hastes e peciolos, 0
fungo gera manchas avermelhadas, geralmente superficiais. Quando a infec¢do atinge os nos,
o fungo pode penetrar na haste, causando necrose de coloragdo avermelhada na medula. Ja nas
vagens, surgem inicialmente pontuacdes vermelhas que evoluem para manchas castanho-
avermelhadas. Nas vagens, aparecem pontuacdes vermelhas que evoluem para manchas
castanho-avermelhadas. Através da vagem, o fungo atinge a semente e causaa mancha-purpura
no tegumento (Schuh, 1991; Ward-Gauthier ez al. 2015).

Henning et al. (2014), destacam que o patdgeno ¢ favorecido com temperatura variando
entre 23°C e 27°C com alta umidade, ou seja, sendo mais severo em regides mais quentes e

chuvosas. Epode ser disseminado via semente, todavia, o mesmo sobrevive em restos culturais.

2.2.1.3 Septoria glycines

Septoria glycines é o patégeno causador da doenga conhecida como mancha marrom de
Septoria e/ou mancha parda, ¢ uma doenga foliar altamente prevalente nos principais paises
produtores de soja (Hartman et al. 2015; Allen et al. 2017).

Os primeiros sintomas da mancha-parda podem aparecer cerca de duas semanas apos a
emergéncia, como pequenas pontuagdes ou manchas de contornos irregulares, castanho-
avermelhadas ou pardas menores que 1 mm de diametro, cercadas por clorose nas folhas
unifolioladas, as quais evoluem e formam manchas com halos amarelados e centro de contomo
angular, de coloragdo castanha em ambasas faces, medindoaté 4 mm de didmetro. em situacoes
favoraveis, a doenca pode atingir as primeiras folhas trifolioladas ocasionando a desfolha.
Também pode infectar as vagens e sementes, mas o patogeno raramente ¢ transmitido pelas
sementes. O patogeno infecta a planta através dos estdmatos sem formar um apressorio

(Macneill; Zalasky, 1957; Henning et al. 2014; Hartman et al. 2015;).
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No campo, os sintomas nas folhas sdo observados ja no estagio V2 a V3 (Fehr et al
1971; Henning et al. 2014; Mueller et al. 2016), com desenvolvimento gradual para o dossel
superior ao longo da estagdo de crescimento, as infecgdes severas, na fase de enchimento de
vagens, podem causar desfolha e maturagdo precoce (Lin; Villamil; Medeiros, 2021).

Este patogeno hiberna em restos culturais formando picnidios, os picnidiasporos
produzidos na proxima estagao de crescimento do fungo sdo espalhados porrespingos de chuva
para as mudas e iniciam-se os sintomas a partir do dossel baixo. Condi¢des quentes e umidas,
com temperaturas entre 15°C e 30°C, favorecendo o desenvolvimento e a infec¢do da doenca.
Sintomas e caracteristicas que se assemelham aos patdogenos C. kikuchii e C. sojina, por essa
razdo, sao consideradas o complexo de doencas de final de ciclo (DFC) (Carmona et al. 2011,

Seixas et al. 2020; Lin; Medeiros, 2023).

2.2.2 Doengas fungicas radiculares: Patogenos habitantes de solo com ocorréncia na cultura da

soja

2.2.2.1 Sclerotinea sclerotiorum

Sclerotinea sclerotiorum (Lib) de Bary ¢ um fungo fitopatogénico capaz de infectar
mais de 400 espécies de plantas incluindo culturas de interesse e espécies daninhas (Boland;
Hall, 1994; Bolton et al. 2006; Lehner et al. 2017; Meyer; Mazaro; Godoy, 2022). Agente
causal da doenga frequentemente identificada como mofo branco, embora apresente outros
nomes como podridao mole aquosa, podriddo algodoada, podridao mole algodoada, podridao
do caule, queimadura da flor, podriddo da coroa e podridao Sclerotinia (Jahan et al. 2022).

Esse patogeno ¢ altamente danoso, sua infecgdo resulta em danos significativos as
plantagdes, perda de rendimento dos graos e diminui¢do do peso, numero e/ou qualidade das
sementes, resultando em perdas econdmicas substanciais. Em ambientes favoraveis, as perdas
de rendimento geralmente ultrapassam 20-35%, embora casos de mais de 50% tenham sido
documentados em varios lugares, particularmente em climas temperados (Derbyshire et al.
2016; Portugués-Alkooranee et al. 2017; Hossain et al. 2023). Na cultura da soja em areas
altamente infestadas podem chegar a 70% da redu¢do de produtividade (Meyer et al. 2016).

Os sintomas iniciais manifestam-se como manchas aquosas que evoluem para uma

coloracdo castanho-claro, acompanhadas por intensa formagao de micélio branco e denso. O
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fungo possui a capacidade de infectar diferentes partes da planta, porém, a infeccao ocorre
predominantemente a partir das flores, nas axilas das folhas e nos ramos laterais.
Eventualmente, pode-se observar murcha e secamento das folhas. Em poucos dias, ocorre a
formacao de esclerddios, estruturas negras e rigidas composta de agregados de hifas com uma
casca com varias células de espessura contendo melanina (Kimati et al. 1997; Henson et al.
1999; Bolton et al. 2006; Henning et al. 2014; Reis et al. 2019). Os esclerodios sao tipicamente
formados quando o desenvolvimento micelial confronta um ambiente limitado em nutrientes
(Provaetal.2018).

A fase mais vulneravel da planta vai do estadio da floragao plena ao inicio da formacao
das vagens (R2 a R3). O fungo ndo produz conidios assexuados e tem sobrevivéncia a longo
prazo devido a producao de esclerddios. Os esclerddios germinam diretamente (micéliogénico)
ou indiretamente (carpogénico) e sinalizam o inicio de um novo ciclo de doenga (Ekins ef al.
2002; Bolton ef al. 2006; Saharan; Mehta, 2008). Esclerodios caidos ao solo, sob alta umidade
e temperaturas entre 10 °C e 21 °C, germinam, formando apotécios que produzem ascosporos
que sdo liberados ao ar, responsaveis pela infecgdo das plantas (Meyer et al. 2014; Jahan et al.
2022).

Existem diversos estudos acerca da viabilidade dos esclerodios no ambiente,
evidenciando que emregides de clima temperado os esclerddios permanecem vidveis por varios
anos (Adams; Ayers, 1979; Harper, 2001; Fernando; Nakkeeran; Zhang,2004; Reisetal.2011).
No entanto, pararegides tropicais e subtropicais, em sistema de semeadura direta sobre palhada
de gramineas, a viabilidade dos esclerodios ¢ de até 12 meses (Menezes et al. 2014; Brustolin

etal.2016).

2.2.2.2 Macrophomina phaseolina

A podriddo do carvao da soja é causada por Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid
(Goidanés, 1947), e infecta mais de 500 espécies de culturas incluindo cereais, frutiferas,
leguminosas, hortalicas e florestais (Dhingra; Sinclair, 1978; Romero Luna et al. 2017; Ghosh
etal 2018).

Esse fitopatogeno sobrevive no solo por meio de estruturas fungicas duras e pretas,
chamadas microesclerodios, que sdo a principal fonte infecciosa do fungo. Essa estrutura de
resisténcia ¢ capaz de sobreviver em residuos na superficie do solo ou abaixo dela (Shor;

Wyllie, 1980; Crous et al. 2006; Gupta et al. 2012).
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Temperaturas elevadas e condi¢des de estresse hidrico estabelecem um ambiente
epidemiologicamente favoravel para o desenvolvimento da podridao do carvdo na soja,
podendo resultar em perdas totais na colheita (Nataraj ez al. 2019; Seixas et al. 2020; Rajput et
al.2023). Estudos mostram que os microesclerddios t€ém germinagao completa em temperaturas
que vao de 30°C a 40°C (Short; Wyllie; Ammon,1978; Viana; Souza, 2002).

A infeccdo podeocorrer desde o inicio da germinagao. Nasradiculas infectadas o tecido
apresenta escurecimento, uma vez nas raizes, o fungo afeta o sistema vascular, interferindo no
transporte de 4gua e nutrientes para as partes aéreas da planta. Os sintomas caracteristicos
incluem amarelecimento e senescéncia foliar, com as folhas permanecendo aderidas ao caule
pelos peciolos, descamagao dos tecidos corticais do caule inferior e da raiz principal, além da
coloracao acinzentada desses tecidos devido a elevada presenga de microsclerddios, o que pode
levar a morte prematura da planta hospedeira (Short; Wyllie, 1978; Khan, 2007; Almeida et al.
2014; Henningetal. 2014).

2.2.2.3 Rhizoctonia solani

O damping-off ou tombamento ¢ causada pelo fungo habitante do solo Rhizoctonia
solani Kiihn (teleomorfo: Thanatephorus cucumeris), basidiomiceto, sapréfita, colonizando
matéria organica ou na forma de esclerddios (Ogoshi, 1987; Gonzalez et al. 2011). E uma das
doencas de raiz e hipocoétilo de leguminosas economicamente mais importantes em todo o
mundo, favorecido por temperatura e umidade elevadas (Henning et a/l. 2014; Palacioglu et al.
2023).

Emboraaspopulagdesde Rhizoctoniasolani compartilhemum teleomorfocomum, essa
espécie € consideradaum complexo de espécies, subdividido em grupos especificos de isolados
relacionados. Estes isolados apresentam reconhecimento ¢ fusdo de hifas, formando os
chamados grupos de anastomose. A classificagdo em grupos de anastomose dese mpenha um
papel fundamental na determinagdo do nicho ecoldgico dos isolados, influenciando aspectos
como a gama de hospedeiros do patdogeno e os sintomas manifestados nas plantas infectadas
(Parmeter et al. 1969; Adams; Butler, 1979).

Os sintomas dessa doencga apresentam-se entre a pré-emergénciae 30 a 35 dias apds a
emergéncia, ocorrendo o estrangulamento do colo, proximo ao nivel do solo. Lesdes pequenas,
alongadas, afundadas e marrom-avermelhadas no hipocétilo e nas raizes das plantulas, o que

acarreta na murcha e no tombamento, consequentemente levando a morte prematura. No
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florescimento, as plantas infectadas apresentam podridao aquosa de cor castanha na haste. Ja
as raizes tém cor castanho-escuro e cortex solto, expondo o lenho. Por fim, as plantas mormrem
em reboleiras espalhadas pelo campo, promovendo perdas significativas de produtividade

(Hall, 1961; Ito, 2013; Henning et al. 2014; Tziros; Karaoglanids, 2022).

2.2.2.4 Diaporthe longicolla

O género Diaporthe, contempla um complexo de espécies causadoras de doengas na
cultura da soja. Diaporthe longicolla (Hobbs), anamorfo: Phomopsis longicolla (Hobbs) é
agente causal de doencas conhecidas como queimadura de vagem e caule, podridao radicular
ou podriddo radicular do geografico e da deterioracdo da semente de Phomopsis (Hobbs;
Schmitthenner; Kuter, 1985; Sinclair,1993; Li; Hartman; Boykin, 2010; Ghissi, Reis, Deuner,
2014; Mathew et al. 2015; Udayanga et al. 2015; Hu et al. 2021).

A queimadura de vagem e caule também tem como agente Diaporthe sojae Lehman
(Lehman, 1923; Udayanga et al. 2015). J& o cancro do caule/haste da soja, ¢ associado a duas
espécies D. aspalathi e D. caulivora (Yorinori et al. 1989; Costamilan et al. 2008; Mathew et
al. 2015), que levam a perdas de rendimento da soja por todo o mundo.

A podridao radicular geografica apresenta, em seus estagios iniciais, a necrose do lenho
da raiz principal, que adquire uma coloragdo esbranquicada. Posteriormente, surgem linhas
irregulares de coloracdo preta, sem um formato definido, assemelhando-se aos contornos de um
mapa, caracteristica que justifica a denominagdo da doenca (Ghissi; Reis; Deuner,2014).

Santos et al. (2011), destacam que Diaporthe longicolla é geralmente reconhecida
como uma espécie altamente agressiva. Sendo principalmente transmitido por sementes, no
entanto, também foi isolada de outras partes de plantas infectadas no campo, incluindo caules
e vagens (Zhang et al 1999). As sementes infectadas com D. longicolla variam de
assintomaticas a enrugadas, alongadas, rachadas e frequentemente com aparéncia branca

calcaria. (Hobbs; Schmitthenner; Kuter, 1985; Zhang et al. 1999; Santos etal. 2011).

2.2.2.5 Fusariumspp. - Fusarium tucumaniae

A podridao vermelha da raiz ou sindrome da morte subita (SDS) ¢ uma das doengas

mais limitantes da produtividade da soja. Essa doencaé causada por pelomenos quatro espécies



27

de Fusarium transmitidas pelo solo: F. virguliforme, F. brasiliense, F. crassistipitatum e com
maior relevancia F. tucumaniae (Aoki; O'donnell; Scandiani, 2005; Aoki; Scandiani;
O'donnell, 2012; Raseti et al. 2018)

Diferente de outros patégenos associados a (SDS), F. tucumaniae possui um ciclo
sexual facultativo, o que aumenta sua capacidade de adaptagdo. Essa caracteristica torna o
patégeno mais propenso a superar os mecanismos de resisténcia da soja, impactando
diretamente nas estratégias de manejo da doenga (Corvet et al. 2007; Scandiani et al. 2010).

Os sintomas iniciais desta doenca, sao manchas avermelhadas evidentes na raiz
principal, logo abaixo do nivel do solo, a mancha aumenta e circunda o sistema radicular
adquirindo coloragdo vermelha arroxeada, seguindo para cor castanho avermelhada ou quase
negra no tecido cortical. O lenho (acima do solo), obtém coloragdo castanho-claro. Podendo
formarum anelavermelhado, acompanhadoporpulveruléncia de corbege, que sao os conidios,
isso geralmente ocorre em condig¢des de alta umidade. Na parte aérea das plantas infectadas,
observa-se o amarelecimento das folhas e necrose entre as nervuras, conhecido também como
o sintoma de folhas carijos (Kimati ef al. 1997; Navi; Yang, 2008; Gongora-Canul; Nutter;
Leandro, 2012; Henning et al. 2014).

2.3 Controle de doencas

Atualmente o manejo de doencas em plantas ¢ amplamente baseado no uso de
fungicidas quimicos sintéticos, cujo numero tem aumentado significativamente desde 1940 (EIl-
Baky; Amara, 2021). Embora sua aplicagdo seja pratica e de baixo custo, 0 uso excessivo e
repetitivo, muitas vezes inadequado, tem causado impactosnegativos em organismos benéficos,
na saude humana e animal e prejuizos ao meio ambiente. Além disso, a resisténcia crescente de
fitopatdgenos fungicos t€ém tornado o controle dessas doengas cada vez mais desafiador
(Youssef etal. 2019; Hussien et al. 2018; Roberto et al. 2019; Porteous-Alvarez et al. 202 1).

Portanto, ¢ essencial identificar e desenvolver estratégias alternativas que sejam seguras
e prontamente eficazes contra doengas fingicas de plantas, como o controle biologico (Nega et
al. 2014). Existem variadas defini¢des acerca de controle bioldgico Shurtleffe Averre (1997),
definem controle bioldgico como estratégia para reduzir a incidéncia ou gravidade de doengas
por manipulac¢do direta ou indireta de microrganismos. De forma simplificada, Bettiol (1991) o

define como o controle de um microrganismo através de outro microrganismo. Logo, o
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biocontrole de doencas de plantas envolve o uso de um ou mais organismos para inibir o
patdgeno e reduzir doengas (Chaur, 1998).

A utilizacao de agentes de biocontrole representa uma alternativa eficaz para suprimir
patogenos vegetais transmitidos via solo. Essa abordagem atua por meio de mecanismos como
o parasitismo, a producdo de compostos antagdnicos, a competigdo por hospedeiros e
nutrientes, além da indugdo de resisténcia em plantas contra patdogenos causadores de doengas
(Shafique et al. 2021).

Os agentes de biocontrole de doencas de plantas mais estudados e comercializados
mundialmente sdo fungos e bactérias. Produtos formulados a base de espécies dos géneros
Trichoderma spp. e Bacillus spp. (Bettiol, 2012; Visconti et al. 2017; Medeiros; Bavia; Seixas,
2022).

Os mecanismos de agao dos agentes antagdnicos ocorrem por meio de mecanismos
diretos como: I) antibiose, refere-se a producgdo e secrecdo de compostos € metabdlitos
produzidos por um microrganismo que inibem ou controlam o patégeno; II) competigao, por
nutrientes e espago no sitio de infec¢ao do patdogeno, impedindo o seu desenvolvimento; I1I)
parasitismo e/ou micoparasitismo, que representa a agao direta de um microrganismo vivendo
e alimentando-se de outro, parasitando as hifas e estruturas de resisténcia do patogeno; e IV)
hipoviruléncia, que consiste na colonizagdo antecipada da
planta por uma linhagem do patégeno menos agressiva ou nao patogé€nica (Bettiol, 1991;
Vinale et al. 2008; Bedendo et al. 2011; Shafique et al. 2016; Deketelaere et al. 2017,
Thambugala et al. 2020; Degani et al. 2021).

Bem como, por meio de mecanismos indiretos como: I) inducdo de defesa ou indugdo
de resisténcia,  que manifesta-se  na planta, quando  microrganismos
ou metabdlitos expressam genes latentes de resisténcia presentes no hospedeiro, ativando a
producio de proteinas ligadas a patogénese (quitinases e glucanases) e aumento de atividade
enzimatica como a peroxidase (POD) e fenilalanina amonialiase (FAL); e II) promocao de
crescimento, onde o antagonista promove o crescimento da planta enquanto reduz os efeitos
da doenca (Bettiol, 1991; Vinale et al. 2008; Bedendo et al. 2011; Woo et al. 2014; Shafique et
al. 2016; Deketelaere ef al. 2017; Monte ef al. 2019; Thambugala ef al. 2020; Degani et al.
2021).

Nota-se entdo, que ha uma forte tendéncia do mercado na reducdo da aplicagdo de

fungicidas sintéticos, e em paralelo a isso, a ado¢do de produtos bioldgicos a base de agentes



29

de biocontrole considerando os variados mecanismos de acdo, com maior nivel de se guranga e

impacto socioambiental minimo (Menzler; Hokkanen, 2006).

2.4 Bioinsumos

Os bioinsumos sdo utilizados em grande escala na cultura da soja, ndo obstante grandes
exemplos de insumos de origem bioldgica sdo relacionados a cultura (Bettiol, 2022). Como o
uso de rizobactérias na fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) (Hungria ef al. 2007; Hungria et
al. 2015, Santos et al. 2019), ou o controle de patdgenos causadores de doencas, por meio de
agentes como Trichoderma spp. e Bacillus spp.

No Brasil conforme conceituado pelo Ministério de Agricultura e Pecuaria (MAPA) e
estabelecido no Programa Nacional de Bioinsumos, bioinsumo €:

O produto, o processo ou a tecnologia de origem vegetal, animal ou
microbiana, destinado ao uso na produ¢do, no armazenamento € no
beneficiamento de produtos agropecudrios, nos sistemas de producado
aquaticos ou de florestas plantadas, que interfiram positivamente no
crescimento, no desenvolvimento ¢ no mecanismo de resposta de
animais, de plantas, de microrganismos e de substancias derivadas e que
interajam com os produtos e os processos fisico-quimicos e biologicos
(BRASIL, 2021).

Por serem biodegradédveis e de baixa toxicidade ambiental, os bioinsumos sdo uma
opcao sustentavel para uso na agricultura. Sdo produtos derivados de fontes biologicas e
apresentam diferenciagdes devido a sua composicdo ¢ fungdes (Lorenzoni et al. 2023;
Palmisano, 2023). Por conseguinte, categoriza-se os bioinsumos em grupos como: I) defensivos
biologicos, agentes de biocontrole de pragas, doencgas e plantas daninhas; II) relacionados a
nutricdo vegetal, inoculantes e biofertilizantes; e III) bioestimulantes, condicionadores
bioldgicos de ambientes (Parra, 2014; Borsari; Vieira, 2022).

Para suprir a crescente demanda de alimentos em meio a pressdo de recursos naturais
escassos, junto danecessidade de assegurar rentabilidade e produtividades elevadas sem onerar
o meio ambiente, instituigdes t€ém investido fortemente no desenvolvimento de produtos
bioldgicos capazes de aumentar a produtividade das culturas. Visando a substituicao de
produtos quimicos (Vidal; Saldanha; Verissimo, 2020; Safanelli et al. 2023; Lorenzoni ef al.
2023).

Em que pese o supracitado, os insumos bioldgicos apresentam-se como a nova fronteira

de expansao para os sistemas produtivos brasileiros (Vidal; Dias, 2023). De acordo com Vidal,

Saldanhae Verissimo, (2020), espera-se que os bioinsumos aliem os interesses do setor agricola
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mundial, atendendo simultaneamente as demandas da populagdo por alimentos mais saudaveis
e a preservacdo ambiental. Ademais, contribuir na reducao dos custos em todos os processos da

cadeia produtiva.

2.4.1 Aspectos gerais do género Bacillus spp.

As rizobactérias sdo conhecidas globalmente como Plant Growth Promoting
Rhizobacteria (PGPR), prestam diversos servicos relevantes ao meio ambiente, beneficiam as
plantas através do proprio organismo e apresentam-se como alternativa promissora no uso como
agente de controle bioldgico (Vieira Junioretal.2013). Uma grande concentragao de populacdo
bacteriana denominadas rizobactérias encontra-se na rizosfera, que ¢ definida como o solo ao
redor das raizes das plantas (Hiltner, 1904).

Bactérias do género Bacillus spp. sdo incluidas entre as promotoras de crescimento
(Chanway et al. 2000). O género abrange espécies Gram-positivas formadoras de esporos e
endosporos que apresentam resisténcia ao calor, ph e condi¢cdes osmoticas extremas
(Takayanagietal. 1991;Melo, 1998). Amplamente distribuidas em diferentes ambientes, como
no solo, ambientes de agua doce e salgada, na rizosfera, em sementes, nas folhas e até em
ambientes extremos como desertos e geleiras (Ercolani, 1978; Morris et al. 1981; allen et al.
1983; Melo, 1998). Sdo capazes de competir por nichos ecoldgicos e nutrientes, produzindo
diferentes compostos biologicamente ativos, como biofilme, antibioticos, enzimas amiloliticas
e proteoliticas, sider6foros e outras moléculas antagdnicas (Melo, 1998; Chen et al. 2009;
Chowdhury et al. 2015; Dimkic et al. 2022).

Por apresentarem rapido crescimento e excelente potencial de colonizagao, as bactérias
do género Bacillus spp., sdo consideradas ideais para a inibicdo e supressdo de patdgenos
(Dimkic et al. 2022). O biocontrole ¢ realizado por meio de antibiose direta, por inducao da
resisténcia do sistema imunoldgico (ISR) na planta hospedeira a estresses bidtico e abiotico, e
também por competicdo por nutrientes ¢ espaco (Nakkeeran et al. 2019; Andric; Meyer;
Ongena, 2020).

Essa resisténcia se da via inducdo da expressdo génica relacionada a defesa do
hospedeiro, incluindo genes de proteinas relacionadas a patogénese (PR), marcando sua
capacidade de induzir resisténcia sist€émica (ISR) em plantas. A ativagdao de varias vias de
sinaliza¢do, como as vias do 4cido salicilico (SA), acido jasmonato (JA) e etileno (ET),

facilitando a inducao de genes de defesa e enzimas de defesa (Dimkic et al. 2022)
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Diante do exposto por Lima et al. (2019), as rizobactérias podem promover o
crescimento em plantas por meio de mecanismos diretos e indiretos. Conforme o autor, a
promocao direta refere-se ao aumento da absor¢do de nutrientes pela planta, como a fixagao
bioldgica de nitrogénio, mobilizacao e solubilizacao do fosfato e producao de fitohormonios.
Por conseguinte, a promogao indireta se dé pela inibicdo ou diminui¢do de efeitos deletérios de

fitopatogenos (Figura 1).

Figura 1: Mecanismos de aciodireto (+) e indireto (escudo),de Bacillus spp. com a planta hospedeira.
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Fonte: Adaptado de Vasques; Nogueira; Hungria, (2024).

2.4.1.1 Bacillus velezensis

Dentre as espécies do género Bacillus spp., utilizadas no controle biolégico, Bacillus
velezensis tem destaque e vém sendo relatada como agente antagonista altamente eficiente.
Inibindo o crescimento de fungos patogénicos por meio da biossintese e secre¢do de uma
variedade de proteinas antifiingicas e antibioticos como lipopeptideos (Romero et al. 2007,
Chen etal.2018; Kim et al. 2021).

Na literatura, muitas cepas de B. velezensis sdo descritas apresentando os genes que
estdo associados a secre¢ao de metabolitos secundarios antifiingicos, os quais vém sendo na
composi¢ao de produtos de biocontrole exibindo uma variedade de propriedades antagdnicas
contra agentes fitopatogénicos (Keshmirshekan ez al. 2024).

Esses genes, sdo responsaveis pela sintese de lipopeptideos ciclicos, a saber, surfactina,

iturina, bacilomicina-D, fengicina, bacilibactina ferro-siderdforo, kurstakin. Por sua vez, os
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lipopeptideos ciclicos sdo conhecidos por suas propriedades antifungicas robustas, com efeitos
antagdnicos contra agentes patogénicos de plantas (Chowdhury et al. 2015; Palazzini et al.
2016; Kim et al. 2017; Keshmirshekan et al. 2024). Contudo, a atividade antifiingica e a
producao de metabdlitos secundarios podem ser diferentes entre isolados e linhagens, visto a
caracteristicas gendmicas distintas (Kim et al. 2017).

Em sua maioria, as cepas Bacillus velezensis demonstram além da acdo de promogao de
crescimento exibem notavel capacidade antifungica contra uma ampla gama de patégenos de
multiplos hospedeiros vegetais, como Rhizoctonia solani (Liuetal.2022; Liu et al.2022; Wang
et al. 2023), Phytophthora sojae (Han et al. 2021), Fusarium graminearum, ao produzir
bacilomicina-D (Gu et al. 2017), Colletotrichum gloeosporioides devido a produgdo de iturina
(Park et al. 2022), Gaeumannomyces graminis var. tritici e manchas foliares no trigo causadas

por Bipolaris sorokiniana (Kangetal.2018).

2.4.1.2 Bacillus megaterium- (Priestia megaterium)

A bactéria do solo Bacillus megaterium de Bary (1884) agora, Priestia megaterium
(Gupta et al. 2020; Biedendieck et al. 2021), produz uma variedade de lipopeptideos que
mostram atividades semelhantes as da iturina, fengicinas, liquenisinas e surfactinas (Pueyo et
al. 2009), Além de ser uma espécie conhecida como PGPR (Goswami ef al. 2016; Vilchez et
al.2018).

Juntamente com outras espécies de Bacillus spp., muitos estudos apresentam que B.
megaterium, t€m capacidade de formar enddsporos aumenta sua adaptacao a varias condigdes
abioticas, como temperaturas extremas e exposi¢cao a radiagao (Biedendieck et al. 2021). Além
disso, colonizar a rizosfera, produzir fitohormonios, sideroforos, solubilizar fosfato (por meio
daliberagdo de acido organico e inorganico e extrusaode protons, promovendo a biofertilizagao
de fosfato usando fosfatase 4cida e fitases secretadas) (Hu et al. 2013; Kang et al. 2014) e
mineralizar fosfato (por meio da produgao de fosfatase) (Marulanda et al. 2010; Velloso et al.
2020; Da Silva et al. 2023). O fosforo ¢ um nutriente essencial para o desenvolvimento das
plantas, contudo, esta frequentemente presente de forma disponivel em quantidades muito
baixas (Liu, 2021).

Chakraborty etal. (2006),destacam que enzimas como peroxidase, fenilalanina amonia-

liase, quitinase e -1,3-glucanase relacionadas a defesa vegetal tiveram secre¢do aumentada B.
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megaterium. Solanki et al. (2012), observou o aumento de protease. Essas enzimas sao
identificadas por proteger as plantas, atuando na parede celular do patdgeno.

Podendo atuar diretamente no biocontrole B. megaterium também apresenta efeito
antagonista contra o fitopatdgenos como Rhizoctonia solani e Lycopersicon esculentum
(Solanki et al. 2012), Aspergillus flavus em graos de arroz (Mannaa et al. 2018) e Alternaria

japonica em folhas de brocolis (Vasconez et al. 2020).

2.4.2 Aspectos gerais do género Trichoderma.

Os fungos de biocontrole sdo principalmente saprofiticos. Em uma relagao simbidtica
melhoram o crescimento e o desenvolvimento das plantas, permitem que a planta resista a
estresses abiodticos, melhoram a absor¢do de nutrientes do solo além de reduzir o efeito de
doencas das plantas (Manzar et al. 2022).

Fungos do género Trichoderma spp. Pers. (1794) em sua fase teleomorfica ou sexuada
esta ligada ao género Hypocrea, porém a maioria das estirpes utilizadas no controle bioldgico
ndo apresentam este estdgio (Waghunde; Shelake; Sabalpara, 2016). Pertence a classe
Sordariomycetes do filo Ascomycota e caracteriza-se pela formacao de corpos de frutificacao,
ou seja, estruturas reprodutivas chamadas de peritécios, formados em estromas de coloragio
verde, amarela, ou creme, produzidos sobre os substratos colonizados. Nos peritécios sdo
formados os ascosporos (esporos sexuais). Contudo, sua fase sexuada ¢ raramente formada em
cultura pura, mas pode ser encontrada na natureza sobre fungos macroscopicos e madeira em
decomposigao (Samuels, 2006; Jaklitsch, 2009).

Na fase anamorfica ou assexuada, Trichoderma spp. sdo formados a partir de micélios
vegetativos, estruturas reprodutivas chamadas de conidiéforos com tipicos conidios (esporos)
unicelulares, esféricos, ovais ou alongados, de coloragdo geralmente verde e¢ sdo mais
comumente observados e estudados em culturas puras (Samuels, 2006; Jaklitsch, 2009).

Espécies do género Trichoderma,sdo encontrados em solos globalmente em ambientes
variados, como areas agricolas, pastagens, florestas e desertos. Esse género ¢ amplamente
estudado para o manejo de doencas foliares e radiculares em plantas (Jaklitsch, 2011).

Diferentes cepas de Trichoderma spp. sdo utilizadas no controle bioldgico, representam
aproximadamente 90%, por cento de todos os agentes de biocontrole de base fungica utilizados
para combater microrganismos deletérios em plantas (Ghasemi et al. 2019). E corresponde a

fonte de mais de 60% dos biofungicidas de melhor eficiéncia no mundo (Abbey et al. 2019).
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Diversas espécies do género sdo estudadas para o controle de patdgenos radiculares,
como: T. harzianum, T. asperellum, T. virens e T. viride, que se destacam no controle de
patdgenos radiculares como Macrophomina spp., Fusarium spp., Diaporthe spp., € em especial
no controle de Sclerotinia sclerotiorum, o qual coloniza e parasita seus esclerédios (Medeiros,

Bavia, Seixas, 2022).

2.4.2.1 Trichoderma longibrachiatum

A espécie Trichoderma longibrachiatum ¢ isolada em sua maioria do solo ou de plantas
(Ngo et al. 2021). Pertencente ao clado longibrachiatum, classe: sordariomycetes, ordem:
hypocreales e familia hypocreaceae (Sridharan et al. 2020). Esse fungo tem variado espectro e
potenciais efeitos antagdnicos na inibi¢ao do crescimento de fungos deletérios as plantas (Abo-
Elyousretal. 2014; Zhanget al. 2018; Sallam et al. 2019; Du et al. 2020).

Além do controle fungico, 7. longibrachiatum também possui propriedades
nematicidas por efeito parasitario direto (Zhangetal. 2016; Zhangetal. 2017). O mecanismo
que torna as espécies do género Trichoderma spp., bem sucedidas como um agente de
biocontrole, ¢ a producdo de metabolitos com propriedade antimicrobiana para induzir
resisténcia nas plantas (Mukherjee; Horwitz; Kenerley, 2012).

Du et al. (2020), relataram compostos antifungicos derivados do 7. longibrachiatum, e
identificaram um novo norsesquiterpeno, que exibiu uma potente capacidade antagdnica contra
patdogenos como Colletotrichum spp., Fusarium spp. e estirpes de Botrytis cinerea resistentes
ao carbendazim. Contudo, existe uma escassez de artigos relatando as atividades antiftingicas
de metabdlitos secundarios produzidos por 7. longibrachiatum contra doencas de plantas
causadas por fungos.

Além disso, isolados de 7. longibrachiatum apresentam €xito no controle de patdgenos
sob condig¢des salinas, diminuindo a incidéncia e a gravidade de doengas em condi¢des salinas.
inibem o crescimento micelial de Pythium ultimum (Sanchez-Montesinos et al. 2019), de
Fusarium pseudograminearum (Boamah et al. 2021).

Ruocco ef al. (2015) purificaram uma proteina de 8 kDa (HYTLO1) do filtrado de
culturapurade T. longibrachiatum, e ainje¢ao foliar desta proteina induziu a ativagao de varias
respostas de defesa, entre elas a fitoalexina, proteinas relacionadas a patogénese, espécies

reativas de oxigénio, superoxido dismutase e oxilipina. Além disso, promoveu o efeito
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antagonico direto sobre Botrytis cinerea e Alternaria alternata e atividade de promogao de

crescimento na cultura do tomate (Solanum lycopersicum).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao da area experimental

Os experimentos foram conduzidos nos laboratorios de Controle bioldgico II,
laboratorio de Fitossanidade, laboratorio de Bioquimica e na casa de vegetagao da fazenda
experimental da Universidade Tecnologica Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos

(UTFPR-DV), localizada na regido Sudoeste do Estado do Parana (25°41°35” S; 53°05°37” O).

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Obtencao e cultivo dos fitopatdgenos

Os fitopatogenos Cercospora kikuchii, Colletotrichum truncatum, Septoria glycines.
E fungos causadores de doencas radiculares: Diaporthe longicolla (CMES 1582), Fusarium
tucumaniae (CMES 25), Macrophomina phaseolina (CMES 1474), Rhizoctonia solani e
Sclerotinia sclerotiorum (CMES 2131), foram obtidos da colecdo de microrganismos do
laboratorio de Fitossanidade, da Universidade Tecnologica Federal do Parana- Campus Dois
Vizinhos, oriundos da EMBRAPA Soja. Os mesmos, foram repicados, em camara de fluxo
laminar e cultivados em placas de Petri® com meio de cultivo BDA (batata, dextrose, dgar), e
sequencialmente cultivados em BOD a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas por um periodo de

7 dias.

3.2.2 Obtencao e cultivo dos agentes biologicos

Os agentes de biocontrole utilizados no presente estudo sdo os isolados Bacillus
velezensis (BC 004), Bacillus velezensis (BC 005), Bacillus megaterium (BC 003) e
Trichoderma longibrachiatum (TC 002), bioprospectados e identificados por meio de
sequenciamento de DNA, provenientes da SRM Brazil Technology, Os mesmos, foram
repicados, em camara de fluxo laminar e cultivados em placas de Petri® com meio de cultivo
BDA (batata, dextrose, agar), e sequencialmente conservados em BOD a 25°C, com

fotoperiodo de 12 horas por um periodo de 7 dias.
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3.3 Estudo 1: Antagonismo por confronto direto in vitro

Para avaliacdo do estudo de confronto direto por pareamento in vitro seguiu-se a
metodologia detalhada por Dennis e Webster (1971). Onde cada unidade experimental
correspondeu a placas de Petri®, de 9 cm de didmetro, contendo 20 mL de meio BDA,
previamente produzido e autoclavado. Utilizou-se como fitopatdégenos desafiantes fungos
causadores de doencas foliares: Cercospora kikuchii, Colletotrichum truncatum, Septoria
glycines. E fungos causadores de doencas radiculares: Diaporthe longicolla, Fusarium
tucumaniae, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum, todos
oriundos da micoteca da Embrapa Soja.

Na camarade fluxo laminar, com auxilio de alga de platina estéril, transferiu-se em uma
extremidade da placa de Petri®, um disco de micélio de 7 mm de didmetro de cada patdgeno
com distancia de um centimetro da borda da placa. Do lado oposto, a um centimetro da borda,
foi transferido um disco de micélio de cada um dos quatro isolados em estudo Bacillus
velezensis (BC 004), Bacillus velezensis (BC 005), Bacillus megaterium (BC 003) e
Trichoderma longibrachiatum (TC 002), cultivados conforme descrito no item 3.2.3. A
testemunha entdo, sendo composta apenas com o disco de micélio dos fitopatdgenos, isenta dos
agentes de biocontrole.

As placas foram fechadas e vedadas com papel filme de PVC, e sobre elas, com o auxilio
de régua graduada em milimetros, demarcou-se duas linhas, uma no sentido horizontal e outra
no sentido vertical, onde acompanhou-se o crescimento micelial das colonias. Posteriormente,
as placas foram acondicionadas em BOD com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas
(Bomfim et al. 2010). Diariamente, a cada 24h, o crescimento micelial dos fitopatdgenos foi
avaliado até que a testemunha circundasse completamente toda a placa. Para tal, utilizou -se
uma régua graduada em milimetros. Em cada placa por meio das duas medidas foi realizado
uma média do crescimento da coldonia. Para calcular o percentual de inibi¢ao do crescimento

micelial (PIC), foi utilizado a férmulade Menten et al. (1976) onde:

PIC= (Crescimento da testemunha — Crescimento tratamento) x 100
Crescimento da testemunha

O delineamento experimental disposto foi o inteiramente casualizado (DIC), com
quatro repeti¢des por tratamento. Os dados obtidos foram tabulados em Excel e posteriormente

submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, logo, por se tratar de um experimento
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qualitativo x quantitativo, realizou-se a ANOV A seguido da anélise de regressdo no software
Rbio (Bhering, 2017).

3.4 Estudo 2: Solubilizacao de nutrientes Fosforo (P) e Potassio (K)

3.4.1 Solubilizagao de Fosforo

Para avaliar a solubilizacdo de fosforo utilizou-se o meio de cultura NBRIP (National
Botanical Research Institute’s Phosphate growth medium) modificado (Nautiyal, 1999),
composto por 5 g de cloreto de magnésio; 0,5 g de sulfato de magnésio; 0,2 g de cloreto de
potassio; 0,1 g de sulfato de amonio; 5 g de fosfato de potassio tribasico; 10 gde glicose e 20
g de agar, seguido de autoclavagem por 15 mim a 120°C. Partindo disso, verteu-se o meio em
tubos de ensaio também autoclavados, apds solidificado, transferiu-se um disco de micélio de
4 mm de diametro, de cadaisolado: Bacillus velezensis (BC 004), Bacillus velezensis (BC 005),
Bacillus megaterium (BC003) e Trichoderma longibrachiatum (TC 002), respectivamente. Em
seguida, os tubos foram vedados com plastico filme de PVC e incubados em BOD a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagdes foram realizadas em intervalos de 24 horas até o quinto dia, e com uma
régua aferiu-se a zona de solubiliza¢do indicada pela alteracdo da cor do meio de cultura e
solubiliza¢do do nutriente. Para o calculo do indice de solubilizacdo (IS), foi empregue a razio
entre o didmetro do halo de solubilizagdo e o didmetro da colonia bacteriana que, neste caso,
foi o didmetro do tubo de ensaio com 1,5 cm, conforme adaptado a metodologia utilizada por

Barraquero, Baya, Cormenzana (1976) e por Chagas Junior et al. (2010) correspondendo a:

IS = Diametro da zona de solubiliza¢do (cm)
Diametro da colonia (cm)

Adotou-se delineamento experimental inteiramente casualizado, contando com quatro
repeticoes por tratamento. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk; seguido pela ANOVA (Scott-Knott a 5% de probabilidade) e analise de regressao no
software Rbio (Bhering, 2017).

3.4.2 Solubiliza¢ao de Potassio
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Para este estudo adaptou-se a metodologia descrita por Velazquez-Gurrola et al. (2015),
com meio Agar Pikovskaya composto por 0,5 g de extrato de levedura; 10 gde glicose; 5 g de
KNO3;0,5 gde (NH4)2S04;0,1 gde MgS0O4; 0,0001 gde MnS0O4;0,0001 gde FeSO4;0,0026
g de Verde de Bromocresol, todos dissolvidos em 1 L de dgua destilada, pH ajustado em 7,0 e
adicionado 20 g de 4gar, seguido de autoclavagem. O meio foi vertido em tubos de ensaio, apds
o periodo de solidificar o meio, transferiu-se um disco de micélio com 4 mm de didmetro, de
cada isolado conforme. Sequencialmente, os tubos foram vedados com plastico filme de PVC
e incubados em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas.

As avaliagdes foram realizadas em intervalos de 24 horas até o quinto dia, € com auxilio
de uma régua determinou-se a zona de solubilizagdo indicada pela alteracdo da cor do meio de
cultura da cor azul para amarela. Para o calculo do indice de solubiliza¢ado (IS), adotou-se a
mesma metodologia descrita no topico 3.4.1, apresentada por Barraquero, Baya, Cormenzana

(1976) e por Chagas Junior et al. (2010), correspondendo a:

IS = Diametro da zona de solubilizacdo (cm)
Diametro da colonia (cm)6

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk; seguido pela ANOVA (Scott-Knott & 5% de probabilidade) e andlise de
regressao no software Rbio (Bhering, 2017).

3.5 Estudo 3: Respostas de inducio de resisténcia em plantas

3.5.1 Cultivo das plantas em casa de vegetagdo

A cultivar de soja utilizada no experimento foi a Brasmax Zeus IPRO®, grupo de
maturagdo 5.5, peso de mil graos de 209g, recomendada para cultivo na regido sul PR/SC/RS.
A cultivarapresentaresisténicaa doengas conhecidascomo cancroda haste e podridao radicular
de Phytophthora e moderavelmente sucetivel & mancha olho de rd e pustula bacteriana
(BRASMAX, 2024). Semeadaem vasos com capacidade de 8 L contendo substrato comercial.
O delineamento adotado foi ao acaso, com 5 tratamentos, compostos por quatro repeti¢des de
vasos, contendo duas plantas de soja cada, sendo estes a testemunha (isenta do in6culo) e os

quatro isolados Bacillus velezensis (BC 004), Bacillus velezensis (BC 005), Bacillus
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megaterium (BC 003) e Trichoderma longibrachiatum (TC 002). Quando a soja atingiu estagio
fenolodgico V3, realizou-se a inoculacdo de isolados em estudo via pulverizagao na parte aérea,
utilizando-se uma concentragao de 1x10!0 esporos por mL de cada isolado testado. Decorridas
24 horas, aplicou-se como desafiante uma solu¢do de esporos de oidio (Erysiphe diffusa) na
concentragdo de 1x10° esporos por mL. Para quantificacdo das variaveis de resisténcia no
decorrer do tempo, o material vegetal para as andlises foi coletado em cinco etapas,
identificadas como tempo 01: 0 horas; tempo 02: 48 horas; tempo 03: 96 horas; tempo 04: 144

horas e tempo 05: 192 horas ap6s aplicagdo.

3.5.2 Preparo do extrato enzimatico

Seguindo metodologia desenvolvida por Moerschbacher (1988) descrito por Guzzo &
Martins (1996). Para a preparacdo do extrato, as amostras de tecidos (cerca de 0,3g) foram
maceradas em almofariz contendo 0,2g de micropérolas de vidro, 0,1g de resina Dowex e 0,2g
de PVPP (polivinilpolipirolidona), este material foi vertido em eppendorfe acrescentado 0,5
mL de tampao borato de sddio, o deixado reagir por um periodo de 5 minutos. Posteriormente,
o material foi centrifugado a 20.000 rpm a 4 °C por 20 minutos, ¢ o sobrenadante recolhido em

outro tubo Eppendorfidentificado (Figura 2).

Figura 2: Semeadurae cultivo das plantas para obtencio do extrato enzimatico, maceracio da amostra,
extrato vertido em tubos Eppendorf ey osterlor centrif PR, Campu to Branco, 2025.

Fonte: Autoria Pépira.
3.5.3 Determinagdo das proteinas totais

Adotou-se a metodologia de Bradford (1976), para realizar a determinacao de proteinas

totais. Inicialmente tubos de ensaio foram identificados em ordem numérica correspondendo as
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repeti¢des dos tratamentos, nestes, utilizou-se 40 pl do extrato vegetal descrito no item 3.5.1,
adicionou-se 460 uL de dgua destilada e 1 mL doreagente Bio-Rad (Sigma). Posteriormente os
tubos foram agitados em vortex, transferidos para cubeta de quartzo e a leitura realizada em

espectrofotdometro, procedendo a leitura a 595 nm para obter valor da absorbancia.

3.5.4 Determinacado da quitinase

Para tal, seguiu-se a metodologia desenvolvida por Moerschbacher (1988) descrita por
Guzzo & Martins (1996). Em tubos Eppendorf foram transferidos 100 mg de substrato para
quitinase, 400 uL tampao fosfato de s6dio 0,2 M, 500 puL do extrato vegetal preparado, ¢ estes,
acondicionados em banho maria a 50 °C por 40 minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado a 7000 rpm 10 minutos, € o sobrenadante respectivo a cada repeti¢do fora

transferido para uma cubeta de quartzo realizando-se a leitura em espectrofotometro a 595 nm.

3.5.5 Determinacdo da 3 1,3 glucanase

Tomando como referéncia a metodologia desenvolvida por Wirth & Wolf (1990)
descrito por Guzzo e Martins (1996). Nos tubos Eppendorf foramadicionados 200 uL de extrato
vegetal, mais 400 puL de tampao acetato de s6dio 50 mM pH 5,0 ¢ 200 pL de substrato Curdlan
(Sigma). Posteriormente, os Eppendorfs foram incubados em banho maria por um periodo de
50 min na temperatura de 40 °C. A reagao foi interrompida adicionando 200 pL de HCL 2N e
resfriado em gelo por 10 min. Em seguida, o material foi centrifugado por 5 minutos, a 10.000
rpm para remoc¢ao do substrato insoluvel ndo hidrolisado. E a absorbancia do sobrenadante

determinada em espectrofotometro a 600 nm, novamente utilizando a cubeta de quartzo.

3.5.6 Determinagao da fenilalanina amonia-liase (FAL)

A avaliagdo da (FAL) foi realizada conforme a metodologia proposta por Rodrigues,
Bezerra e Coelho (2006). Onde, pesou-se 0,5 g do material vegetal, transferidos para cadinhos
e macerados com 4 mL do tampdo TRIS — HCL pH 8,0. O material foi vertido em tubos de
Eppendorf e centrifugado a 6000 rpm em temperatura de 4 °C por 10 minutos. Uma aliquota de

200 pL do sobrenadante foi transferida para um tubo de ensaio previamente identificado
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correspondente a cada repeti¢cdo, acrescentando-se mais 3 mL do tampao de extragdo TRIS. Em
sequéncia, a solugao foi agitada em vortex, obtendo-se assim, o extrato enzimatico. Depois
disso, foram transferidos 1,5 mL do extrato enzimatico, acrescidos de 1 mL do tampao de
extragdo e 0,5 mL de fenilalanina. Logo em seguida, incubou-se em banho maria por um
periodo de 30 minutos na temperatura de 40 °C. Apds incubacao, areacao foiinterrompida com
banho de gelo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 290 nm em cubeta de

quartzo.

3.5.7 Determinag¢ao dos compostos fenolicos totais

Este estudo contou com duas principais etapas, seguindo o método adaptado de Bieleski
e Turner (1966). Inicialmente pesou-se 0,3 g de material vegetal, adicionando 5 mL da solugao
MCA (metanol, cloroférmio, agua6/2,5/ 1,5), e macerado em almofariz. O material resultante
foi vertido em tubo de Eppendorfe centrifugado a 6.000 rpm, na temperatura de 20 °C por 20
minutos, coletando o sobrenadante. O residuo solido restante, onde, foirealizada novaextracao,
adicionando mais 4 mL de MCA, agitado no vortex e centrifugado novamente a 6.000 rpm, 20
°C por 20 minutos. O sobrenadante coletado ¢ adicionado ao anterior, obtendo o extrato MCA.
Neste extrato adicionou-se 1 mL de cloroférmio e 1,5 mL de 4gua deionizada, e centrifugado a
6.000 rpm, 20 °C por 15 minutos.
A segunda etapa ¢ composta pela determinacdo de fendis totais pelo método adaptado
de Jennings (1991). Retirou-se 0,5 mL da parte superior do sobrenadante, adicionando 0,5 mL
de dgua + 0,5 mL do reagente de Folin — Ciocalteau diluido 1:10, e misturada em vortex. Apos
15 minutos, ¢ adicionado 5 mL do reagente alcalino A (preparado de carbonato de s6dio 2%
em solucdo de hidroxido de s6dio 0,1 N). Agitou-se novamente em vortex € apds 50 minutos

transferiu-se a solugdo para cubeta de quartzo e fez-se a leitura em espectrofotometroa 760 nm.

3.5.8 Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes por tratamento. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk; por se tratar de um experimento qualitativo x quantitativo, realizou-sea ANOVA
(Scott-Knotta 5% de probabilidade) seguidoda analise de regressao no software Rbio (Bhering,
2017).
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3.6 Estudo 4: Promocao de crescimento em plantas

O experimento foi implantado na casa de vegetagdo da UTFPR-Dois Vizinhos, cada
unidade experimental correspondeu a tubos de PVC (20 cm de didmetro x 70 cm de altura),
estes abastecidos de substrato comercial. Os isolados Bacillus velezensis (BC 004), Bacillus
velezensis (BC 005), Bacillus megaterium (BC 003) e Trichoderma longibrachiatum (TC 002),
foram cultivados conforme o item 3.2.2, onde, sequencialmente preparou-se uma suspensao de
esporos na concentragdo de 1x10'% esporos por mL de cada isolado testado. Cada tratamento
contou com quatro repetigdes.

Posteriormente foram tratadas as sementes de soja cultivar Brasmax Zeus IPRO, onde,
aplicou-se 4 mL da solucdo de esporos por quilograma de sementes, neste processo contou-se
com o auxilio de pipeta e beckers para homogeneizar a mistura dos respectivos tratamentos.
Em cada vaso foram semeadas manualmente trés sementes de soja, em profundidade de 5 cm.
Quando as plantas se encontravam no estadio fenolégico V4, foi feito o desbaste, deixando-se
duas plantas/vaso adaptado de (Mascarenhas; Tanaka, 1995). As plantas foram conduzidas até
o estadio V9, onde avaliou-se o comprimento da parte aérea, comprimento radicular, didmetro
do caule, massa verde e massa seca da parte aérea e radicular adaptado de Mascarenhas e
Tanaka (1995). Para tal avaliagdo, as raizes foram lavadas em 4gua corrente para remocao do
substrato aderido e separaram-se o sistema radicular da parte aérea das plantas conforme (Junior
et al. 2021). Por fim, as medidas foram realizadas sobre uma bancada, com o auxilio de uma
fita métrica, obtendo-se as medidas para cada tratamento, e em seguida aferiu-se os valores de
massa verde e posteriormente direcionadas a estufa com temperatura de 50°C por 7 dias,
obtendo-se os valores de massa seca da parte aérea e radicular.

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acasoto. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pela ANOVA, Scott-Knott a 5%
de probabilidade, no software Rbio (Bhering, 2017).



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estudo 1: Antagonismo por confronto direto in vitro

4.1.1 Resultados antagonismo sobre patdgenos causadores de doengas foliares

Para o controle de patogenos causadores de doengas foliares C. kikuchii, C. truncatum
e S. glycines., em estudo de antagonismo por confronto direto dos trés isolados B. megaterium
(BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005), pode-se observar que houver
diferengas entre os tratamentos, e que os isolados apresentaram potencial antagonista sobre o
crescimento micelial dos fitopatogenos. Conforme apresentado nas (Figuras 3 € 4), observa-se

que no confronto de C. kikuchii, os isolados BC 003, BC 004 e BC 005 reduziram 21% do

crescimento radial do fitopatégeno em relagdo a testemunha.

Figura 3 — Efeito antagonista dos isolados B. velezensis (BC 004), B. velezensis (BC 005) e B. megaterium
(BC 003),sobre o crescimento micelial (cm) de C. truncatum, S. glycines e C. kikuchii respectivamente, ao

longo de quatro. UTFPR, Campus Pato Branco, 2025.
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Quadro 1-Equaciodareta e R2 ajustado referentes ao crescimento micelial de C. truncatum, S. glycines e
C. kikuchii. UTFPR, Campus Pato Branco, 2025.

Colletotrichum truncatum Equagao R?ajustado
Testemunha y=1.7208x+0.2663 0.9924
BC003 y=0.8295x+1.1625 0.9804
BC 004 y=0.829x+1.2925 0.9436
BC005 y=0.9778x+1.1462 0.9586
Septoriaglycines Equacdo R?ajustado
Testemunha y=1.4723x+0.3033 0.9975
BC003 y=0.8983x+1.45 0.9489
BC004 y=0.5817x+1.7583 0.9666
BC 005 y=0.4767x+1.9833 0.8576
Cercosporakikuchii Equacdo R?ajustado
Testemunha y=1.555x+0.65 0.9945
BC003 y=13017x+0.7167 0.997
BC 004 y=1.16x+1.175 0.9818
BCO005 y=1.16x+1.175 0.9818

Fonte: Autoria prépria (2025).

Ja, ao analisarmos o grafico que apresenta o confronto sobre C. truncatum (Figuras 3 e
4), pode-se observar a reducdo de crescimento do fitopatdgeno de 41,1%, para isolado BC 003,
e os isolados BC 004 e BC 005, reduziram 37% e 34,2%, respectivamente. Ainda, observa-se
que o isolado BC 003 reduziu 38,9%, o isolado BC 004 reduziu 42,9% e o isolado BC 005,
promoveu a redugdo de 23,8% do crescimento micelial de S. glycines, quando comparado com
a testemunha.

As descobertas obtidas por este estudo sdo consistentes com outros estudos para B.
velezensis contra fungos fitopatogénicos. Teixeira et al. (2024), investigou a atividade de
biocontrole de B. velezensis contra C. truncatum e C. kikuchii, e observaram que o antagonista
inibiu efetivamente o crescimento micelial dos fitopatdogenos. Mantecon e colaboradores
(2008), evidenciaram que o uso de B. subtilis ¢ B. pumilus, controlam a mancha marrom
(Septoria glycines) na cultura da soja em condigdes de campo.

Espécies do género Bacillus como B. amyloliquefaciens, também mostram efeitos

inibitorios in vitro de C. truncatum, reduzindo o crescimento micelial em 84,3%, além disso,
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protegeu as plantas de alfafa (Medicago sativa) da antracnose em condi¢des de estufa (eficacia
do biocontrole de 82,59%) (Hu et al. 2021).

Na figura 4, pode-se observar o efeito de antibiose e competi¢ao das estirpes de B.
velezensis e B. megaterium estudados, frente aos fitopatorgenos habitantes de parte aérea.

Observa-se também o halo de inibicao formado pelo antagonista.

Figura 4 -Placas aos 7 dias de avaliacdo: Relacdo das testemunhas dos fitopatégenos: C. truncatum, S.
glycines e C. kikuchii. E confrontos realizados com, B. megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B.
velezensis (BC 005), respectivamente. UTFPR, Campus Pato Branco, 2025.

C. truncatum 5. glycines C. kikuchii

Testemunhas

BC 003
X
Patogenos

BC 004
X
Patogenos

BC 005
X
Patogenos

Fonte: Autoria prépria (2025).

O interesse crescente em agentes de biocontrole tem direcionado uma atengio
substancial a exploragdo do potencial antagonista do género Bacillus no manejo de uma ampla
gama de fungos fitopatogé€nicos (Fan et al. 2018; Yang et al. 2020; Cheffi-Azabou et al. 2020;
Torres et al. 2020; Anckaertetal. 2021; Avozanietal. 2021; Joly et al. 2021; El-Sersawy et
al. 2021; Platel ef al. 2021; Medhioub et al. 2022; Soliman et al. 2022).
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4.1.2. Resultados antagonismo sobre patogenos causadores de doencgas radiculares

Pode-se observar que o isolado de 7. longibrachiatum (TC 002), difere dos demais
isolados, apresentando melhor desempenho na reducdo do crescimento micelial dos
fitopatogenos de solo em relagdo ao isolados de Bacillus spp. (Figura 5). Guzman-Guzman et
al. (2023), registram os potenciais € beneficios de espécies do género Trichoderma spp., para o
controle de doengas, entre as espécies, o 7. longibrachiatum destaca-se visto sua capacidade
parasitismo, competi¢do, produ¢do de metabdlitos secundarios, antibiose e inducdo de
resisténcia.

Neste sentido, ao observar os graficos que mostram o confronto (Figura 5), verificamos
que houveredugao do crescimentomicelialde D. longicolla de 31,2%em relagdo a testemunha,
quando confrontando com o isolado TC 002, para os isolados de Bacillus spp. BC 003 e BC
004, reducaode27,1% eparaBC 005, redugao 21%. Ao analisarmos os resultados de confronto
com F. tucumaniae, nota-se a redugao do crescimento radial em 56,47% para TC 002.43,53%,
47,05% e 45,88% para os isolados BC 003, BC 004 e BC 005, respectivamente. Resultados
também observados na (Figura 6)

Outros autores como Akintayo et al. (2023), destacam a eficiéncia inibitdria de cepas
de B. velezensis no biocontrole de diferentes espécies de Diaporthe spp. Em mais detalhes, a
cepa ES1-02 chegou a reduzir o crescimento micelial do fungo em até 40%. Cepas de
biocontrole eficazes e com rendimentos de produgdo de lipopeptideos ciclicos (LP)
promissores. Schuster-Russiano (2024), estudou 7. koningiopsis no controle de D. longicolla e
seus resultados mostram uma redugdo média de 71% do crescimento micelial promovido pelos
isolados de T. koningiopsis.

Ou et al. (2022), obtiveram resultados promissores da cepa de B. megaterium (HGS7),
na inibi¢do do crescimento do complexo Fusarium spp. Assim como Higashi et al. (2020), que
estudaram B. velezensis no controle de fitopatdgenos e concluiram um potente antagonismo
contra o complexo Fusarium spp. e S. sclerotiorum. El-Morsoy et al. (2023), observaram que
T. longibrachiatum exibe atividade antifiingica contra F. equiseti inibindo o crescimento em
até 60%.

Trichoderma spp. tem longa historia como agente de biocontrole contra varias espécies
de patdégenos do género Fusarium spp. (Kareem; Ogoji; Aboaba,2016; Larran etal.2020; Chen
etal 2021).
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Figura 5 — Efeito antagonista dos isolados 7. longibrachiatum (T C 002), B. velezensis (BC 004), B.
velezensis (BC 005) e B. megaterium (BC 003),sobre o crescimento micelial (¢cm) de D. longicolla, S.
sclerotiorum, F. tucumaniae, R. solanie M. phaseolina, respectivamente, ao longo de quatro dias. UTFPR,
Campus Pato Branco,2025.
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Fonte: Autoria prépria (2025).

2 3 4 5

Tempo em dias

X BCO0O05 BC 003

Quadro 2 - Equacio da reta e R2 ajustado referentes ao crescimento micelial de D. longicolla, F.
tucumaniae, M. phaseolina, R. solanie S. sclerotiorum. UTFPR, Campus Pato Branco, 2025.

Diaporthe longicolla Equacdo R2?ajustado
Testemunha y=1.5133x+0.9933 0.9928
TC002 y=0.775x+1.725 0.9481
BC003 y=0.8183x+2.095 0.9557
BC 004 y=0.817x+2.141 0.9597
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BC 005 y=0.8667x+2.0467 0.9717
Sclerotiniasclerotiorum Equagio RZ?ajustado
Testemunha y=22867x-1.3333 0.9947
TC002 y=0.4575x+0.5625 0.8197
BC003 y=1.5667x-0.6417 0.9432
BC 004 y=15917x-0.9167 0.9785
BC005 y=14x-0.525 0.9109
Fusarium tucumaniae Equacdo R?ajustado
Testemunha y=2.194x-0.23 0.9859
TC002 y=0.4973x+2.0425 0.6
BC003 y=0.981x+1.405 0.8757
BC004 y=081x+1.75 0.7797
BC005 y=0.9402x+1.241 0.8987
Rhizoctonia solani Equacdo R?ajustado
Testemunha y=15567x+0.4733 0.9871
TC002 y=0.3033x+1.1667 0.6037
BC003 y=0.925x+0.7517 0.9143
BC 004 y=1.025x+0.8017 0.8717
BC005 y=10.8233x+0.92 0.8703
Macrophominaphaseolina Equacio R2?ajustado
Testemunha y=1.86x+1.6583 0.9289
TC002 y=0.19x+2.7417 0.7905
BC003 y=1.4283x+1.6583 0.9448
BC004 y=1.1283x+2.0583 0.9919
BC005 y=13517x+1.5333 0.963

Fonte: Autoria prépria (2025).

Para M. phaseolina, o isolado TC 002, reduziu em 60% o crescimento do fitopatogeno
em relagdo a testemunha, BC 003, BC 004 ¢ BC 005, reduziram 17,64%, 23,5% ¢ 22,4%,
respectivamente (Figura 5 e 6). Sridharan et al. (2021) evidenciam que 7. longibrachiatum

reduziu em 58% o crescimento de M. phaseolina, além de atestar seu efeito de antibiose.
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Ebtehageral. (2009), também relataram a eficacia de biocontrole B. megaterium,contra
aM. phaseolina, emplantulas de soja. Pastrana et al. (2016), destacam a formulagao comercial
baseada em B. megaterium e B. laterosporus (Fusbact®), para controlar a podridao do carvao
na cultura do morango, que tem como patégeno causal o fungo M. phaseolina.

Hong et al. (2018), destacam que B. velezensis causou 64,7% e 55,2% de inibig¢do do
crescimento de M. phaseolina e F. oxysporum t. sp. fragariae, respectivamente. Os autores,
apresentam que os fitopatdgenos mostraram anormalidades miceliais, como degradacao e
deformagdo da parede celular das hifas em comparacdo com a estrutura normal das hifas no
grupo controle.

Observandoosresultados do confronto de R. solani com os isolados (Figura 5 € 6), nota-
se que houve redugaode 71,8% pelo isolado de T. longibrachiatum (TC 002), e uma redugio
média do crescimento do fitopatdgeno de43,5% a 47,1%, quando confrontado com os isolados
de Bacillus spp. Ademais, para S. sclerotiorum, o isolado TC 002, promoveu a redugao de
75,3%, e os Bacillus spp., reduziram em média 22,4% a 24,7%, do crescimento do patdégeno
em relacdo a testemunha (Figura 5 e 6).

Tamandeganietal. (2020), observaram o mesmo efeito de controle in vitro de A. solani
e R. solani com indices de biocontrole de 96,05% e 92,16%, respectivamente. O crescimento
micelial dos fitopatdégenos foi mitigado e uma redugdo da extensdo do didmetro da colonia
apareceu no confronto com os isolados de T. asperellum, T. longibrachiatum.

Na literatura encontra-se outros resultados promissores de B. velezensis no controle de
R. solani, as cepas SQRO (Liu et al. 2022), ES2-4 (Wanget al. 2023), Q-426 (Liu et al. 2022)
e C3-3 (Suarez-Bautista et al. 2024), demonstraram a capacidade de reducgao do fitopatdgeno,
por meio da produg¢dao de compostos antimicrobianos, que rompem as paredes celulares dos
fungos e suprimem o crescimento do patdogeno. Além da promogao de crescimento em plantas
por meio de mecanismos como a colonizagdo das raizes e a producdo de metabolitos
secundarios, incluindo fitohormdnios e sider6foros, que aumentam a absor¢ao de nutrientes e
modulam o crescimento das plantas (Liu et al. 2022; Wang et al. 2023).

Em estudo realizado in vitro, a cepa de B. megaterium (HGS7), apresentou inibic¢do do
crescimento de 83,8% das hifas de S. sclerotiorum (Ou et al. 2022). Teixeira et al. (2021),
destacam em seus estudos que B. velezensis apresentou atividade antifingica contra S.
sclerotiorum, M. phaseolina, B. cinerea ¢ R. solani com inibi¢do do crescimento micelial de
60%, e concluiram o claro efeito antagonico do microrganismo em estudo. Torres et al. (2020),

elucidam a atividade antifingica de B. velezensis, com a inibigao da germinagao de esporos €
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posterior formagao de micélio que passam de 80% para Sclerotinia sclerotiorum e Fusarium
oOXySporum.

O mesmo foi obtido por Maral-Giil e Eltem (2024), onde os isolados de Bacillus sp.
apresentaram inibi¢do percentual do crescimento de 65,6% contra B. cinerea, 42,2% contra F.
solani e 55,6% contra R. solani, fungos fitopatogénicos transmitidos.

H4 muitos estudos que apresentam o efeito antagonista € o micoparasitismo de
Trichoderma spp. sobre o fungo S. sclerotiorum. Schuster-Russiano (2024), ao estudar
diferentes isolados de 7. koningiopsis, obteve reducao de até 63% para S. sclerotiorum em
relacdo a testemunha. Haddad ef al. (2017), estudou 120 cepas de Trichoderma spp., e destas
66, mostraram a capacidade de reduzir a germinag¢do de esclerédios em mais de 50% e 22
inibiram completamente a germinacao de S. sclerotiorum.

Observa-se na figura 6, o halo de inibicdo formado pelos antagonistas e o efeito de
antibiose e competicao das estirpesde B. velezensis, B. megaterium e T. longibrachiatum sobre

os fitopatorgenos habitantes de solo.

Figura 6 - Placas aos 7 dias de avaliacao: Relac¢io das testemunhas dos fitopatogenos: D. longicolla, S.
sclerotiorum, F. tucumaniae, R. solani e M. phaseolina. E confrontos realizados com 7. longibrachiatum
(TC 002), B. megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005), respectivamente.
UTFPR, Campus Pato Branco,2025.
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Fonte: Autoria prépria (2025).
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4.2 Estudo 2: Solubilizacio de nutrientes Fosforo (P) e Potassio (K)

4.2.1 Solubilizacao de Fosforo

No ensaio de solubilizagdo, constatou-se que os quatro isolados em estudo T.
longibrachiatum (TC 002), B. megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis
(BC 005) comportam-se como solubilizadores de foésforo em meio NBRIP (Grafico 1),
apresentando aumentos consideraveis do halo de solubilizagdo no decorrer dos dias avaliados.
Resultados que se assemelham ao microrganismo referéncia (7. koningiopsis), com capacidade

comprovada de solubilizagao de fosforo e potassio (Schuster-Russiano, 2024).

Grafico 1: Indice de Solubilizaciio (IS) de fésforo dos isolados 7. longibrachiatum (TC 002), B. megaterium
(BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005), em meio de cultura NBRIP, no decorrerde 96
horas avaliacdo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2025. CV=16,19%.
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Quadro 3: Equacidoda reta e R2 ajustado referentes ao indice de solubilizacio de potassio dos isolados 7.
longibrachiatum (TC 002), B. megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005).
UTFPR, Campus Pato Branco, 2025.

Referéncia y=10.0292x-0.2 0.9866
TC 002 y=10.0274x-0.0833 0.9947
BC003 y=0.0319x-0.45 0.9294
BC004 y=0.0185x+0.0167 0.9362
BC005 y=10.0297x-0.3833 0.9727

Fonte: Autoria prépria (2025).
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O gradiente de solubilizagdo pode ser observado pela capacidade dos isolados em
solubilizar fosforo, evidenciadopela alteragcdono pH do meio de cultura (variandode 3,7a5,5),
detectada pelo indicador Verde de Bromocresol. Essa mudanca explica-se devido a liberacdo
de 4cidos organicos, como latico, citrico, malico, tartarico e succinico, pelos microrganismos,
promovendo a redu¢do do pH e, consequentemente, aumentando a solubiliza¢do de potassio

(Prajapati et al. 2012) (Figura 7).

Figura 7: Gradiente de solubilizacio de fésforo dos isolados 7. longibrachiatum (TC 002), B. megaterium
(BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005), no quarto dia de avaliacio. UTFPR, Campus
Pato Branco,2025.
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Fonte: Autoria prépria (2025).

O mesmo ¢ observado por Wekesa et al. (2022), que destacou a eficiéncia na
solubilizacdo de fosfato por duas cepas diferentes de B. velezensis, que tem potencial de
aumentar a produgao de culturas utilizando fosfato no solo para a forma soluvel para uso da
planta. Suarez-Bautista et al. (2024), evidenciam que B. velezensis demonstrou capacidade de
solubilizagdo de fosforo e atividade de lipase. Uma caracteristica potencialmente atribuida ao
gene do gluconato gntP, um simportadorde H+ envolvido na sintese de 4cidos organicoscomo
0 4cido gluconico (Guan et al. 2025).

Huetal (2019),atestam que a atividade de fitase e a solubilizacao de fésforo inorganico

foram significativamente maiores nos tratamentos com diferentes isolados de Bacillus spp. do
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que os tratamentos de controle. Santos (2023), obteve resultados semelhantes ao avaliar os
efeitos dainoculagaode B. velezensis na cana-de-agucar, associada a diferentes doses de fosfato
monoamonico (MAP), onde, mesmo com doses reduzidas de MAP, B. velezensis melhorou a
eficiéncia fotossintética e a producao de biomassa da cana-de-aglcar.

Galeano et al. (2024) isolou e caracterizou bioquimicamente 66 isolados de
Trichoderma spp. da rizosfera de plantas. Entre os isolados, 7. longibrachiatum (GT-32)
demonstrou habilidades promissoras na promog¢ao de crescimento vegetal, incluindo a produgo
de 4cido indol-3-acético e a solubilizagdo de fosfato.

Franga et al. (2017), em seus estudos concluiram que isolados de Trichoderma spp.
prospectados de solos com produgdo organica de tomate, foram capazes de solubilizar fosfato
tricalcio em meio NBRIP. Assim como, Bader et al. (2020) que avaliaram a solubilizagdo de
fosforo em meio NBRIP, com cinco isolados nativos de 7. Harzianum, obtidos de solos
horticolas da Argentina, e estes apresentaram concentracdo de fosforo solivel nos filtrados

variando entre 215,80 ¢ 288,18 pg/mL-.

4.2.2 Solubilizacao de Potassio

O grafico 2 apresenta os resultados de solubilizagao de potassio pelos isolados em
relacdo ao microrganismo referéncia. Analisando, pode-se verificar que apenas T.

longibrachiatum (TC 002) se comportou como solubilizador de potassio (Figura 8).

Grifico2: Indice de Solubilizaciio (IS) de potassio dosisolados 7. longibrachiatum (TC 002), B.
megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005), em meio de cultura NBRIP, no
decorrer de 96 horas avaliacdo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2025. CV=22,35%.
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Fonte: Autoria prépria (2025).
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Quadro 4: Equacaoda reta e R2 ajustado referentes ao indice de solubilizacio de fosforo dosisolados 7.
longibrachiatum (TC002), B. megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005).
UTFPR, Campus Pato Branco,2025.

Referéncia y=0.0603x+0.0833 0.9907
TC002 y=0.0261x+0.1833 0.9967
BC003 y=0 #N/A
BC004 y=0 #N/A
BC005 y=0 #N/A

Fonte: Autoria propria (2025).

Ao estudar o tratamento de 7. longibrachiatum em Pinus massoniana Yu et al. (2023)
obteve que, em estresse de seca, o tratamento com 7. longibrachiatum melhora a altura da
muda, o volume da raiz, o peso fresco do broto e o conteudo de fosforo, potassio e nitrogénio.
As descobertas obtidas por este estudo sdo consistentes com outros estudos para Trichoderma
spp., diversos autores relatam o efeito de 7richoderma spp. na solubilizagao de potassio (Chen
et al. 2021; Chungopasta et al. 2023; Iswati et al. 2024).

Para os isolados B. megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC
005), observa-se no (Grafico 2), que os mesmos nao expressaram solubilizagdo ao longo dos
dias de avaliagdo (Figura 8). Contraposto aos resultados de Singh et al. (2015), Verma et al
(2015) e Ali et al. (2020), relatam a solubilizagdo de potassio por varias espécies de Bacillus
como B. velezensis, B. ceres, B. circulans, B. coagulans, B. edaphicus, B. megaterium, B.

subtilis, B. firmus, B. mycoides, B. decolorationis € B. horikoshii.
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Figura 8: Gradiente de solubilizacio de potassio dos isolados 7. longibrachiatum (TC 002), B. megaterium
(BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005), no quarto dia de avaliacio. UTFPR, Campus
Pato Branco,2025.

REFERENCIA TC 002 BC 003 BC 004 BC 005

24h

48h

72h

96h

Fonte: Autoria prépria (2025).

4.3 Estudo 3: Respostas de inducio de resisténcia em plantas

Os isolados T. longibrachiatum (TC 002), B. megaterium (BC 003), B. velezensis (BC
004) e B. velezensis (BC 005) apresentaram potencial na indugio de resisténcia em plantas de
soja, verificou-se que as enzimas ativadas foram a quitinase e a § 1,3 glucanase (Figura 9).

Porém para compostos fenodlicos, proteinas e FAL nao houve diferenga significativa entre os

tratamentos.
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Figura 9 - Resposta de defesa de plantas de soja inoculadas comisolados 7. longibrachiatum (TC 002), B.
megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005) na expressiao de Quitinase, p-1,3
Glucanase, compostosfenolicos, proteinas e FAL, respectivamente. UTFPR, Campus Pato Branco, 2025.
CVs%=23,32%;29,29%;14,69%;17,90% 18,63%, respectivamente.
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Fonte: Autoria propria (2025).

Quadro 5—-Equaciodareta e R2 ajustado referentes a resposta de defesa de plantas de soja inoculadas
com T. longibrachiatum (TC 002), B. megaterium (BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005),
na expressao de Quitinase e f§ 1,3 Glucanase. UTFPR, Campus Pato Branco, 2024.

Tratamentos Equagao R?ajustado

Quitinase

Testemunha | y=-0.0013x2+0.0164x -0.0068 0.733

TC 002 y=0.0275x-0.028 0.8564

BC003 y=10.0259x-0.0261 0.8705

BC004 y=-0.005x2+0.0315x-0.0164 09189
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BC005 y=-0.0075x2 +0.0556x - 0.0426 0.7315

B-1,3 Glucanase

Testemunha | y=-0.0004x2+0.0033x -0.0012 0.637

TC002 y=0.0028x-0.0012 0.7058

BC003 y=0.0025x-0.0014 0.8451

BC004 y=-0.0019x2+0.0112x -0.0075 0.8345

BC005 y=-0.0016x2+0.01x-0.007 0.5833

Fonte: Autoria prépria (2025).

Verbene et al. (2000), destaca sobre a alta produgado de proteinas de defesa ativadas, na
inducdo de resisténcia em plantas, essas, sdo conhecidas como proteinas relacionadas a
patogénese (PR-Proteinas), fazendo com que haja um aumento de sua concentragao nos tecidos
vegetais, destacando-se o aumento de peroxidases, quitinases, f 1,3 glucanases, FAL, aumento
do 4cido salicilico e deposicao de lignina.

B. velezensis ativa enzimas de defesa, como fenilalanina amonia liase (FAL), &cido
ascorbico, peroxidase e catalase, em plantas por meio de seus metabolitos primarios e
secundarios, como compostos organicos volateis, proteinas ativas de superficie, proteases e
acetilureias, induzindo assim a resisténcia da plantaa doengas (Zhong et al. 2024).

No presente trabalho o ponto de maxima produc¢ao de quitinase e B-1,3 glucanase foi de
72 horas ap0s aplicagdo para os isolados (BC 004) e (BC 005), e de 96 horas para os isolados
(TC 002) e (BC 003), respectivamente (Figura 9).

Resultados semelhantes foram obtidos por Nifakos ef al. (2021), onde B. velezensis
apresentou além da atividade de biocontrole contra fungos fitopatogénicos o aumento
significativo da expressao de genes que codificam quitinases e B-1,3 glucanase em folhas de
uva. Honget al. (2022),isolaramumacepade B. velezensis do solo que pode produzir quitinase
e B-dextranase, degradando as paredes celulares fungicas e inibindo efetivamente o crescimento
do micélio do patdgeno.

Divergindo desse trabalho, Bacillus sp. na atividade da fenilalanina amonia-liase (PAL)
demonstrou uma tendéncia de alta de 0 a 48h, atingindo um valor maximo em 48h, que foi 1,52
vezes maior do que em 0 h, quando comparado com a testemunha (Zhang et al. 2022). Ainda,
Bacillus spp. pode produzir alguns elicitores de proteinas de defesa das plantas como a proteina
AMEP 412 do género Bacillus desencadeia ISR no tabaco contra P. syringaepv. Tomate (Shen
etal.2019).
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Gajera et al. (2015) trataram diferentes mudas de amendoim com 7. viride, desafiadas
com Aspergillus niger, verificaram que houve um aumento no terceiro dia apds aplicagdo, de
3,5e2,3 vezes dasenzimas polifenol oxidase e -1,3 glucanase, respectivamente; e de 1,6 vezes
de FAL ao sexto dia, e 2,3 a 2,8 vezes no nono dia apds aplicagdo. Corroborando com Silva et
al. (2011) que estudaram os efeitos de diferentes espécies do género Trichoderma sp. na
indugdo de resisténcia a antracnose, causada por Colletotrichum lagenarium na cultura do
pepino (Cucumis sativus) e concluiram que, as espécies 1. harzianum, T. asperellum, T.
atroviride, T. strigosum, T. longibrachiatum, e T. koningiopsis sdo eficientes como promotores

do crescimento de plantas e como indutores de resisténcia a antracnose em pepineiro.

4.4 Estudo 4: Promocao de crescimento em plantas

A Tabela 1 apresenta o efeito do tratamento de sementes de soja com os isolados de T

longibrachiatum, B. megaterium ¢ B. velezensis, sobre os pardmetros agronomicos avaliados.

Tabela 1 — Efeito do tratamento de sementes com os isolados 7. longibrachiatum (T C 002), B. megaterium
(BC 003), B. velezensis (BC 004) e B. velezensis (BC 005), sobre o comprimento parte aérea (CPA),
Comprimentoraiz (CRZ), didmetro do caule (DC), massa verdeda parte aérea (MVPA), massaverdeda
raiz(MVRZ), massa seca da parte aérea (MSPA), massa secaraiz (MSRZ), de plantas de soja em estadio
V9. UTFPR Campus Pato Branco, 2025.

TRATAMENTOS CPA CRZ DC MVPA MVRZ MSPA MSRZ

Testemunha 5757b 62.50c 0.50a 21.73¢ 1427b 440b 1.37c

TC 002 63.03a 68.17a 0.57a 3392a 2844a 698a 290a
BC003 6433a 67.13b 047a 3026a 2998a 699a 338a
BC004 6627a 7047a 0.50a 29.13b 25.65a 7.40a 2.17b
BCO005 6837a 69.1a 0.57a 37.52a 2633a 7.60a 349a

CV% 482% 1.88% 19.23% 11.23% 2021% 11.14% 10.75%

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott knott a 5% de

probabilidade.
Fonte: Autoria prépria (2025).

Para a variavel comprimento parte aérea (CPA) (Tabela 1), pode-se observar que nao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos contendo os isolados, entretanto, todos os
isolados diferenciam-se significativamente do tratamento testemunha. Quando observamos os

valores de comprimento raiz (CRZ), temos que os isolados TC 002, BC 004 ¢ BC 005,
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apresentam os melhores incrementos no sistema radicular, quando comparado ao isolado BC
003, ainda que este também tenha promovido melhores resultados em relagdo a testemunha.

O mesmo incremento foi percebido por Galeano et al. (2024), onde a inoculagao com
T. longibrachiatum resultou em aumentos significativos na biomassa da parte aérea e das raizes
das plantulas de soja, especialmente quando co-inoculado com outros isolados. Em condigdes
de campo, a aplicagdo de T. longibrachiatum aumentou a produtividade de graos em 4,3% na
cultivar NideraNS6601. Degani etal. (2021) também observaram um aumentono comprimento
da parte aérea e massa de plantas de milho tratadas com 7. longibrachiatum.

H4 muitos trabalhos que apresentam os efeitos de Bacillus sp. na promogao de
crescimento em variadas espécies de plantas. Zhang et al. (2022) destacam que a aplicacdo de
B. velezensis em mudas de alamo (Populus nigra) resultou em um aumento significativo nos
indicadores de crescimento da planta (massa seca, massa fresca e altura da planta). Suarez-
Bautista et al. (2024) que observaram o aumento do comprimento radicular e da area foliar em
mudas de alface (Lactuca sativa var. Batavia) tratadas com B. velezensis. Ferreira et al. (2021),
destacam bactérias do género Bacillus sp. com efeitos significativos na altura, comprimento do
sistema radicular e massas secas da parte aérea e do sistema radicular de hibridos de milho (Zea
mays).

Na figura 10, verifica-se o crescimento promovido pelo isolados em relacdo a

testemunha, para plantas de soja cultivadas até o estadio fenologico V9.

Figura 10 — Comparacio de plantas de soja inoculadas com A) Testemunha x 7. longibrachiatum (TC
002); B) Testemunha x B. megaterium (BC 003); C) Testemunha x B. velezensis (BC 004); D) Testemunha x
B. velezensis (BC 005), UTFPR Campus Pato Branco, 2025.

TEST X TC 002 TEST XBC 003 TEST X BC 004 TEST X BC 005

Fonte: Autoria prépria (2025).
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Os tratamentos nao apresentaram diferenca estatistica significativa para o didmetro de
caule (DC). Para a massa verde da parte aérea (MVPA) e massa seca raiz (MSRZ), os
tratamentos com melhor resposta foram os isolados TC 002, BC 003 e BC 005, seguindo do
isolado BC 004, este com menores incrementos, entretanto, todos os isolados divergiram
significativamente do tratamento testemunha. A massa verde da raiz (MVRZ) e a massa seca
da parte aérea (MSPA), os isolados evidenciaram-se com melhores resultados em relagdo a
testemunha.

Guimaraes e Klein (2023), concluiram que o inoculante liquido contendo isolados de B.
megaterium e B. subitilis, aplicado via inoculacdo de sementes, apresentou eficiéncia em
promover crescimento, resultando em produtividade estatisticamente superior a testemunha. Yu
et al. (2023) obteve melhora a altura da muda, o volume da raiz, o peso fresco do broto e o
conteudo de fésforo, potdssio e nitrogénio em mudas de Pinus massoniana, tratadas com T.
longibrachiatum, submetidas a estresse de seca.

Varios estudos identificam o efeito de Trichoderma spp. na promogao de crescimento
de plantas como, tomate (Baderezal.2020; Frangaetal. 2017),soja (Junioretal.2019), hortela
e manjericdo (Chagas et al. 2017), rabanete (Joo; Hussein 2022) e apresentam efeitos positivos
no crescimento dessas culturas, com evidéncia para os parametros de biomassa seca de raizes e

parte aérea.
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5 CONCLUSAO

Pode-se obsevar que os isolados de B. megaterium (BC 003) e B. velezensis (BC 004) e
(BC 005), apresentaram efeitos antagonistas in vitro sobre os patdégenos C. truncatum, S.
glycines e C. kikuchii. Ainda, os isolados (BC 003), (BC 004) e (BC 005), bem como, o isolado
T. longibrachiatum (TC 002), demosntraram potencial no controle in vitro de D. longicolla, S.
sclerotiorum, F. tucumaniae, R. solani e M. phaseolina. Os isolados apresentaram como modo
de acdo a antibiose, competicdo por espago € nutrientes, micoparasitismo.

Quanto a solubilizacao de nutrientes, pode-se concluir que os quatro isolados, logo, B.
megaterium, B. velezensis, T. longibrachiatum sdo eficazes como solubilizadores de fésforoem
meio NBRIP. No entanto, quando avaliou-se a solubilizagdo de potassio apenas T.
longibrachiatum teve eficiéncia como bom solubilizador.

Contatou-se que os isolados 7. longibrachiatum, B. megaterium, B. velezensis,
aumentaram a producdo das enzimas quitinase ¢ a B 1,3 glucanase. No entanto, nao
apresentaram efeitos sobre compostos fenolicos, proteinas e FAL.

Aferiu-se também, que todos os isolados por meio de inoculagdo de sementes
contribuiram para a promogao de crescimento em plantas de soja, proporcionando aporte

radicular e de biomassa.
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