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Lonardoni, Eduardo Azevedo. Labim-LF027: avaliação no controle de fungos 
fitopatógenos. 2024 p. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Ciências 
Biológicas) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024. 
 
 

RESUMO 
 

O controle biológico, utilizando microrganismos ou seus metabólitos, oferece uma 
alternativa sustentável ao controle de doenças em plantas. O gênero de fungos 
ascomicetos Clonostachys controla de forma eficiente diferentes fungos 
fitopatogênicos, destacando o potencial desses microrganismos no manejo de 
doenças e pragas. Estudos que avaliem a produção de metabólitos e a 
caracterização fúngica são cruciais para o desenvolvimento de produtos eficazes 
neste manejo. Nesse estudo, os objetivos foram avaliar como diferentes parâmetros 
podem afetar no crescimento e caracterização macroscópica de Clonostachys sp. 
LABIM-LF027 isolado na região próxima a Universidade Estadual de Londrina, 
sequenciar o microrganismo a nível de gênero, avaliar o potencial como agente no 
controle biológico de fitopatógenos, e seu potencial na produção de conídios 
utilizando fermentação em estado sólido em grãos de arroz. Para isso, o isolado foi 
inoculado em cinco meio de culturas diferentes, incubadas a 20, 24 e 28 °C, sob 
presença e/ou ausência de fotoperíodo. A análise morfológica de Clonostachys sp. 
em diferentes meios de cultura demonstrou características macroscópicas variadas, 
além de diferenças no crescimento. O sequenciamento da região ITS indicou que o 
isolado está acomodado no gênero Clonostachys. No antagonismo, LABIM-LF027 
reduziu o crescimento de diferentes fungos fitopatogênicos. Na produção de 
conídios em fermentação sólida em grãos de arroz os inóculos não apresentaram 
diferenças na produção total de conídios. Dessa forma, LABIM-LF027 apresentou 
diferentes características morfológicas, atividade antimicrobianas contra 
fitopatógenos e potencial na produção de conídios. Estudos posteriores poderão ser 
conduzidos para aprimorar a compreensão e mecanismos desse fungo. 
 

Palavras-chave: Clonostachys, Caracterização morfológica, Fermentação, Controle 
Biológico.  
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Lonardoni, Eduardo Azevedo. Labim-LF027: evaluation in the control of 
phytopathogenic fungi. 2024. p. Undergraduated Thesis (Biological Sciences) – 
State University of Londrina, Londrina, 2024. 
 
 

ABSTRACT 
 

Biological control, using microorganisms or their metabolites, offers a sustainable 
alternative to plant disease control. The ascomycete fungi genus Clonostachys 
efficiently controls different phytopathogenic fungi, highlighting the potential of these 
microorganisms in disease and pest management. Studies that evaluate the 
production of metabolites and fungal characterization are crucial for the development 
of effective products for this management. In this study, the objectives were to 
evaluate how different parameters can affect the growth and macroscopic 
characterization of Clonostachys sp. LABIM-LF027 isolated in the region near the 
State University of Londrina, sequence the microorganism at genus level, evaluate its 
potential as an agent in the biological control of phytopathogens, and its potential in 
the production of conidia using solid-state fermentation in rice grains. To do this, the 
isolate was inoculated into five different culture media, incubated at 20, 24 and 28 °C, 
in the presence and/or absence of photoperiod. Morphological analysis of 
Clonostachys sp. in different culture media showed varied macroscopic 
characteristics, as well as differences in growth. Sequencing of the ITS region 
indicated that the isolate belongs to the genus Clonostachys. In antagonism, LABIM-
LF027 reduced the growth of different phytopathogenic fungi. In the production of 
conidia in solid fermentation on rice grains, the inoculums showed no differences in 
total conidia production. Thus, LABIM-LF027 showed different morphological 
characteristics, antimicrobial activity against phytopathogens and potential in the 
production of conidia. Further studies could be conducted to improve the 
understanding and mechanisms of this fungus. 
 
Keywords: Clonostachys, Morphological characterization, Fermentation, Biological 
Control.  
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1. INTRODUÇÃO  1 

 2 

Doenças de plantas são responsáveis por uma perda significativa da 3 

produção mundial de culturas economicamente importantes, causando reduções de 4 

10 a 15% de toda produção e prejuízos de bilhões de dólares (Chaterjee et al. 2016). 5 

Fungos fitopatogênicos representam um dos principais causadores relacionados a 6 

prejuízos de culturas economicamente importantes, sendo associados a diversos 7 

grupos de plantas e diferentes efeitos adversos. 8 

Fungos de diversas espécies como Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia 9 

solani e Sclerotinea sclerotiorum são apenas alguns exemplos de fitopatógenos que 10 

podem afetar plantas como soja, milho e feijão, impactando profundamente países 11 

onde a economia está atrelada a produção dessas culturas. Assim, alternativas que 12 

resultem no controle desses fitopatógenos se fazem necessárias para que se tenha 13 

uma produção ideal (Marin-Menguiano et al., 2019). 14 

Entre essas alternativas, o uso de produtos químicos sintéticos representa um 15 

dos principais mecanismos utilizados para o controle desses patógenos, sendo uma 16 

alternativa eficaz e necessária para a proteção de culturas economicamente 17 

importantes (Hirooka; Ishi, 2013).  Apesar de sua eficiência, a utilização desses 18 

mecanismos representa um risco a saúde e meio ambiente, sendo necessário o uso 19 

e desenvolvimento de novas tecnologias para o controle de fitopatógenos (Chelinho 20 

et al., 2011). 21 

O controle biológico representa uma alternativa sustentável para o controle de 22 

pragas. Essa tecnologia envolve o uso de microrganismos ou/e seus metabólitos 23 

para matar ou inibir o desenvolvimento de fitopatógenos (Usta, 2013). Assim, 24 

estudos envolvendo novos microrganismos, como os fungos e bactérias, 25 
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representam um potencial para a formação de novos produtos inovadores no 1 

controle de pragas fitopatógenos (Thambugala et al., 2020).. 2 

Entre os microrganismos que apresentam potencial para o controle de 3 

fitopatógenos, o fungo ascomiceto Clonostachys rosea representa um possível 4 

agente no controle de fungos como S. sclerotiorum, B. cinerea, entre outros. Assim, 5 

esse estudo tem o objetivo de caracterizar a morfologia e avaliar a atividade 6 

antagonista de um isolado de Clonostachys sendo relavante para o desenvolvimento 7 

de novos produtos eficientes no manejo de pragas. 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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2. REVISÃO DE LITERATURA  1 

 2 

2.1 Gênero Clonostachys  3 

 4 

O gênero de fungos Clonostachys (anteriormente conhecido como 5 

Gliocladium), cujo teleomorfo é Bionetria (antes conhecido como Nectria ou 6 

Nectriopsis), pertence à família Bionectriaceae de Sordariomycetes em Ascomycota 7 

(Schroers, 2021). Os fungos Clonostachys estão distribuídos globalmente e têm 8 

diferentes modos de vida, podendo ser saprotróficos, micoparasitas destrutivos, 9 

liquenícolas, ou habitandotecidos vegetais mortos. Atualmente, existem cerca de 44 10 

espécies no gênero Clonostachys, onde a espécie C. rosea se destaca pelo seu 11 

potencial no controle biológico (Schroers, 2021; Sutton et al., 1997). 12 

 13 

2.1.1 Clonostachys rosea 14 

 15 

2.1.1.1 Classificação 16 

 17 

C. rosea é um fungo ascomiceto que pertence ao subfilo 18 

Pezizomycotina, à classe Sordariomycetes, à subclasse Hypocreomycetidae, à 19 

ordem Hypocreales, à família Binectriaceae e ao gênero Clonostachys, sendo o 20 

anamorfo de Nectria ochroleuca (Schwein). Inicialmente conhecido como Gliocadium 21 

roseum, foi descrito pela primeira vez por Bainier em 1907. Estudos posteriores, 22 

como o de Schoroers et al. (1999), demonstraram que a morfologia, ecologia e 23 

sequenciamento de DNA de C. rosea diferiam daqueles encontrados em outros 24 

fungos do gênero Gliocadium, levando à sua reclassificação como C. rosea. Na 25 

literatura, são encontradas duas variantes de C. rosea, a forma (f.) rosea 26 
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(anteriormente G. roseum) e a forma (f.) catenulata (anteriormente G. catenulatum), 1 

que se distinguem principalmente pela coloração de seus conídios. 2 

 3 

2.1.1.2 Morfologia e Ecologia 4 

 5 

As colônias do fungo são comumente observadas em tons 6 

esbranquiçados, alaranjados ou salmão quando cultivadas em meios solidificados. A 7 

fase teleomórfica do fungo é frequentemente encontrada em galhos de árvores 8 

recém-mortas, embora também possa ser observada em tecidos jovens de plantas 9 

herbáceas e em outros fungos. A produção de seus conidióforos pode ser de dois 10 

tipos: verticilados e penicilados, formados a partir de hifas superficiais alocadas em 11 

caules, estames e folhas. Apresenta dois tipos de esporos, sendo esses os conídios, 12 

que apresentam 2,9 ± 0,3 x 1,6 ± 0,1 µm de tamanho, e clamidósporos, que 13 

apresentam 5,8 ± 0,4 x 5,0 ± 0,4 µm de tamanho (Sun et al., 2018). Clamidósporos 14 

desse fungo são formados quando presentes em ambientes estressantes (Sun et al., 15 

2020). 16 

Esse fungo apresenta uma ecologia ubíqua, sendo observado em 17 

regiões tropicais, temperadas, subárticas e até mesmo em regiões desérticas, 18 

indicando uma distribuição cosmopolita (Sun et al., 2020; Sutton et al., 1997). Essa 19 

distribuição pode estar relacionada ao estilo de vida generalista de C. rosea, que 20 

inclui micoparasitismo, endofitismo, competência com a rizosfera, entre outras 21 

(Shigo, 1958; Li et al., 2002; Chatterton e Punja, 2012; Saraiva et al., 2015; Maillard 22 

et al., 2020). O fungo é capaz de prosperar em uma ampla faixas de pH, que varia 23 

de neutro a alcalino, e já foi identificado em diferentes ambientes, tais como culturas 24 

agrícolas, ambientes naturais, florestas, corpos d'água doce e solos litorâneos 25 
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(Sutton et al., 1997). Além disso, C. rosea é reconhecido por sua habilidade de 1 

colonizar diversas estruturas vegetais, tais como raízes, caules, vagens e sementes 2 

de soja, assim como raízes de trevo vermelho, folhas de morango e framboesa, sem 3 

causar sintomas aparentes (Sutton et al., 1997). Diferentes linhagens podem ser 4 

isoladas a partir do solo, fungos e estruturas de plantas (Walker e Maude, 1975; 5 

Nobre et al., 2005; Mueller e Sinclair, 1986; García et al., 2003). 6 

 7 

2.2 Fungos fitopatogênicos 8 

 9 

A agricultura representa uma das principais atividades econômicas 10 

encontradas do Brasil, onde um dos principais desafios encontrados representam as 11 

doenças em plantas. Doenças de plantas representam cerca de 10 a 15% da perda 12 

das principais culturas mundiais, causando bilhões de dólares de prejuízos 13 

(Chatterjee et al., 2016).  14 

Cerca de 70-80% das doenças das plantas são causadas por fungos 15 

patogênicos, que têm efeitos negativos no crescimento e na produção das culturas 16 

(Li et al., 2017). Nos últimos anos, essas doenças têm se tornado cada vez mais 17 

graves, impactando significativamente a produtividade e a qualidade das culturas, e 18 

representando um desafio importante para o desenvolvimento de uma agricultura 19 

sustentável (Marin-Menguiano et al., 2019).  20 

Fungos fitopatogênicos representam um grupo de espécies que 21 

utilizam nutrientes de plantas para seu desenvolvimento, causando efeitos negativos 22 

aos seus hospedeiros (Doehlemann et al, 2017). Além disso, algumas doenças 23 

resultam da interação de múltiplos agentes patogênicos, em vez de serem causadas 24 

por um único agente (Chatterjee et al., 2016).  25 
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Ao longo da história evolutiva das plantas e dos fungos patogênicos, 1 

desenvolveram-se relações altamente especializadas e complexas, caracterizadas 2 

por um padrão de seleção mútua e coevolução. Assim, com o surgimento de novas 3 

variedades e variações de fungos patogênicos, suas interações com as plantas 4 

também têm se modificado (Quintanilha Peixoto et al., 2019).  5 

As infecções fúngicas são responsáveis por uma ampla variedade 6 

de sintomas de doenças em plantas. Tradicionalmente, os fungos fitopatogênicos 7 

são classificados em dois grupos principais: os patógenos biotróficos, que 8 

estabelecem interações íntimas com as plantas, podendo persistir e se alimentar de 9 

tecidos vivos, e os patógenos necrotróficos, que matam o tecido vegetal para extrair 10 

nutrientes (Doehlemann et al, 2017). 11 

Os hospedeiros são afetados por esses microrganismos a partir de 12 

seus esporos, que podem alcançar estes a partir de diversos vetores como o vento, 13 

insetos e água, podendo se fixar em várias superfícies (Doehlemann et al, 2017). 14 

Com a germinação desses esporos, hifas crescem ao longo da superfície do 15 

hospedeiro, sendo influenciado por fatores químicos, físicos, entre outros (Ebbole et 16 

al., 2007).   17 

Entre os fungos que podem causar doenças em plantas, pode ser 18 

destacado: Corynespora cassicola (mancha-alvo), Fusarium solani (podridão-19 

vermelha-da-raiz/fusariose), Cercospora kikuchii (crestamento-foliar/mancha-púrpura), 20 

S. sclerotiorum (mofo-branco), R. solani (tombamento e mela/requeima), M. phaseolina 21 

(mofo-cinzento) e B. cinerea (podridão-cinzenta). 22 

 23 

2.2.1 Corynespora cassicola  24 

 25 
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C. cassicola, primeiramente descrito por Berkeley e Curtis (1868), e 1 

reclassificado por Wei (1950), é um fungo ascomiceto responsável por infectar mais 2 

de 390 espécies de plantas (Farr e Rossman, 2018). Na soja é o agente etiológico 3 

da mancha-alvo, infectando toda a parte aérea e o sistema radicular (Almeida et al., 4 

2005). Seu primeiro relato no Brasil ocorreu no Mato Grosso em 1974 e no Paraná 5 

em 1976 (Almeida et al., 1976), onde infecções foram favorecidas por uma alta 6 

umidade, e devido aos cultivares utilizados (Godoy et al., 2018). 7 

Os sintomas característicos das doenças fúngicas começam com 8 

pequenas manchas pardas nas folhas, cercadas por um halo amarelado, que 9 

eventualmente se desenvolvem em manchas circulares de tonalidade marrom-claro 10 

a marrom-escura (Figura 1). Essas manchas frequentemente exibem pontos no 11 

centro e anéis concêntricos mais escuros. Além disso, lesões também podem ser 12 

observadas em pecíolos, hastes e vagens da planta (Godoy et al., 2018).  13 

 14 

Figura 1 – Aspecto geral na folha e haste de soja infectado por C. cassicola. 15 

 16 

Legenda: A) Lesões em folhas ocasionadas por infecção por C. cassicola; B) Lesões ocasionadas na 17 

haste soja por C. cassicola. Autor: Rafael M. Soares. 18 

 19 

A mancha alvo é uma doença amplamente disseminada em diversas regiões 20 

produtoras de soja no Brasil, sendo especialmente significativa no cerrado, onde sua 21 
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ocorrência é mais comum. Na cultura de soja, a mancha-alvo surge principalmente 1 

nos ciclos finais das culturas, podendo ser altamente destrutiva em cultivares 2 

suscetíveis durante períodos de alta precipitação pluvial (Phillips, 1989). 3 

 4 

2.2.2 Fusarium solani 5 

 6 

F. solani (Mart.) Hans é um fitopatógeno que habita os solos 7 

responsável por causar a podridão vermelha de raízes (PVR) ou síndrome da morte 8 

súbita (“sudden death syndrome”) nas plantas de soja, afetando a maior parte das 9 

áreas de cultivo nos Estados Unidos, Brasil e Argentina (Hartman et al., 1999). F. 10 

solani corresponde à forma anamórfica do fungo, enquanto sua forma teleomórfica 11 

corresponde ao ascomiceto Nectria haemacocca (Abney et al., 1993). 12 

Esse fungo apresenta uma ampla distribuição, podendo afetar 13 

amplas áreas de produção.  F. solani se desenvolve em temperaturas entre 25 e 28 14 

ºC, apresentando um melhor crescimento em solos compactados e com água livre 15 

(HARTMAN et al., 1999; PICININI e FERNANDES, 2003). Os danos causados pelo 16 

patógenos ocorrem devido a infecção das raízes, fazendo com que a planta 17 

apresente uma menor massa e nodulação (NETO et al., 2008). OS principais 18 

sintomas da doença podem ser observados na Figura 2. 19 

No Brasil, os primeiros casos de PVR foram observados em São 20 

Gotardo-MG, porém apenas a partir das safras de 1990/1991 e 1991/1992 a doença 21 

tornou-se relevante, podendo ser encontrado em regiões como Goiás, Mato Grosso, 22 

Mato Grosso do Sul, Santa Catarina, Paraná e Rio Grande do Sul (YORINORI, 23 

1997).  24 

 25 
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Figura 2 - Aspecto geral do caule e folha de soja infectado por F. solani. 1 

 2 

Legenda: A) comparação das duas raízes de soja, infectada (esquerda) e saudável (direita); B) folha-3 

carijó, sintoma típico causado por PVR. Autor: Austeclinio Lopes de Faria Neto. 4 

 5 

2.2.3 Cercospora kikuchii 6 

 7 

Cercospora representa um dos maiores gêneros de fungos 8 

responsáveis por causar diferentes doenças em plantas, onde a espécie C. kikuchii 9 

(Tak. Matsumoto e Tomoy.) M. W. Gardner representa o agente etiológico de dois 10 

sintomas na soja, a mancha-purpura, e crestamento-foliar na região foliar de plantas 11 

de soja. Ambos os sintomas apresentam pequenas lesões com a coloração roxa 12 

escura (KASHIWA e SUZUKI, 2021).  13 

C. kikuchii apresenta uma distribuição global, sendo recentemente 14 

encontrado nas regiões das Américas, onde seus impactos podem ser observados 15 

em grandes regiões produtoras como Estados Unidos, Brasil e Argentina. No Brasil, 16 

o fungo apresenta maior incidência em regiões úmidas, podendo causar perdas de 17 

até 30% da produção (SOARES et al., 2015; GODOY et al., 2016). Seu 18 

desenvolvimento ocorre em regiões que apresentem uma temperatura relativamente 19 

alta, entre 22 e 30 ºC, e alta umidade relativa do ar (KUDO, 2009).  20 
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As feridas que podem ser observadas ocorrem devido a produção do 1 

pigmento cercosporina pelo patógeno, conferindo uma coloração púrpura (Figura 3), 2 

e induzindo a morte celular da planta hospedeira (KUYAMA e TAMURA, 1957; 3 

YAMAZAKI et al., 1975; DAUB e HANGARTER, 1983). Esses sintomas são 4 

observados na maior parte das culturas de soja, e representam um dos principais 5 

desafios encontrados em regiões da América do Sul, como a Argentina (WRATHER 6 

et al., 2010).  7 

 8 

Figura 3 – Sintomas ocasionados por C. kikuchii observados na soja. 9 

 10 

Legenda: A) crestamento foliar observado em folhas de soja; B) sementes apresentando os sintomas 11 

da mancha-purpura. Autores: Cláudia V. Godoy e Austeclinio Lopes de Faria Neto. 12 

2.2.4 Sclerotinea sclerotiorum 13 

 14 

O fungo ascomiceto S. sclerotiorum (Lib.) de Bary representa um 15 

fungo ascomiceto cosmopolita que pode afetar diversos grupos de plantas como as 16 

famílias Solanaceae, Cruciferae, Umbelliferae e Leguminosae (KOHN, 1979; 17 

WILLETS e WONG 1980; BOLAND e HALL 1994). É o agente etiológico responsável 18 

pela doença do mofo-branco ou podridão do caule de esclerotínea.  19 

No Brasil, os estados mais afetados pela doença estão localizados 20 
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na região sul do país, que apresentam condições mais úmidas e frias, ideias para 1 

seu desenvolvimento (WILLBUR et al., 2019). Esse fungo fitopatogênicos 2 

representam um dos mais importantes para a cultura de soja, podendo afetar em até 3 

70% o rendimento da soja (MEYER et al., 2022). 4 

O controle desses microrganismos apresenta como maior desafio a 5 

produção de estruturas de resistência denominadas de escleródios, que são 6 

formadas a partir do condensamento de hifas (Figura 4), fazendo com que esse 7 

microrganismo permaneça viável por até 12 meses em solos de regiões tropicais e 8 

subtropicais (LEHNER et al., 2017; DE AZEVEDO SILVA et al., 2021; MEYER et al., 9 

2022). 10 

 11 

Figura 4 – Aspecto geral dos sintomas observados pela infecção de S. sclerotiorum 12 

e de suas estruturas de resistência. 13 

 14 

Legenda: A) caule de soja infectado por S. slerotiorum; B) escleródeos de S. sclerotiorum. Autores: 15 

Murilo Lobo e Tomas Z. 16 

 17 

O controle desses microrganismos apresenta como maior desafio a 18 

produção de estruturas de resistência denominadas de escleródios, que são 19 

formadas a partir do condensamento de hifas, fazendo com que esse microrganismo 20 
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permaneça viável por até 12 meses em solos de regiões tropicais e subtropicais 1 

(LEHNER et al., 2017; DE AZEVEDO SILVA et al., 2021; MEYER et al., 2022). 2 

 3 

2.2.5 Rhizoctonia solani 4 

 5 

R. solani representa um fungo basidiomiceto cosmopolita descrito 6 

inicialmente em 1858 por Julius Kühn. Habita o solo de diversas regiões, causando 7 

uma série de danos a culturas economicamente importantes (Oyetundo e Bradley, 8 

2018), podendo ser encontrado em sua forma saprófita, utilizando a matéria 9 

orgânica disponível no ambiente para seu desenvolvimento, ou na forma de 10 

escleródios (Ogoshi, 1987). Na soja, é o fitopatógeno responsável pela mela da soja, 11 

doença que atinge a região foliar causando danos de 30 a 60% em produções 12 

(Ciampi et al., 2008). 13 

Esses fitopatógenos são classificados em linhagens de acordo com 14 

reações de anastomose, onde linhagens compatíveis realizam fusão de hifas 15 

paralelas, sendo classificados no mesmo grupo (Carling, 1996). As linhagens de R. 16 

solani AG-1 representam um dos patógenos mais importantes, sendo responsáveis 17 

por impactar diversas culturas economicamente importantes (Wibberg et al., 2013). 18 

As infecções podem ocorrer devido a ferimentos ou pelo 19 

revestimento do micélio, fazendo com que o patógeno penetre na epiderme da 20 

planta (Les et al., 2020). As lesões formadas apresentam coloração marrom-21 

avermelhada, sendo observadas nas raízes ou no hipocótilo de plantas jovens 22 

(Figura 5). O desenvolvimento mais agressivo do fungo ocorre em temperaturas 23 

entre 15 e 18 ºC e em solos úmidos (Guerrero-González et al., 2011). 24 

 25 
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Figura 5 – Sintomas observados nas raízes e plantas jovens de soja. 1 

 2 

Legenda: A) raízes de soja com os sintomas típicos causados por R. solani; B) sintomas observados 3 

em plântulas de soja. Autores: Augusto César Pereira Goulart e Madalosso. 4 

 5 

2.2.6 Macrophomina phaseolina 6 

 7 

M. phaseolina é um fungo ascomiceto generalista encontrado no 8 

solo em diversas regiões do planeta, afetando mais de 500 espécies de plantas em 9 

mais de 100 famílias (Marquez et al., 2021). Na soja, é o agente responsável pela 10 

podridão de carvão, afetando suas raízes e caules, e em condições de altas 11 

temperaturas e baixa umidade do solo, pode causar perdas substanciais de 12 

produção (Kaur et al., 2012).  13 

O primeiro relato que destacou o impacto significativo dessa doença 14 

na cultura da soja no Brasil foi feito por Ferreira et al. (1979), os quais observaram 15 

que, em anos caracterizados por condições secas e quentes na região norte do 16 

estado do Paraná, as perdas nas cultivares tardias de soja, Viçoja e Santa Rosa, 17 

poderiam chegar a 50% devido à infecção por M. phaseolina. 18 

Esses microrganismos são capazes de formar estruturas 19 

denominadas microescleródios, que representam uma forma de resistência do 20 



28 

 

fungo, além de ser um dos principais mecanismos de inóculo do patógeno (Figura 6). 1 

Essas estruturas são formadas a partir do micélio fúngico e são encontradas em 2 

regiões epidérmicas do caule e raiz da planta parasitadas pelo patógeno. Após a 3 

morte e decomposição do hospedeiro, essas estruturas são liberadas no solo, 4 

possibilitando a infecção de outras plantas. 5 

 6 

Figura 6 – Sintomas causados por M. phaseolina em soja e escleródios presentes no 7 

caule de soja 8 

 9 

Legenda: A) caule de soja afetados por M. phaseolina; B) microescleródios formados por M. 10 

phaseolina encontrados no caule de soja. Fonte: Banco de imagens da Embrapa. 11 

 12 

Assim como em outras doenças, o método mais prático e econômico 13 

para controlar a podridão de carvão na soja seria através do uso de cultivares 14 

resistentes. No entanto, até o momento, não foram desenvolvidas cultivares 15 

comerciais que sejam totalmente resistentes a esse fungo (Sharma et al., 2023). 16 

Apesar disso, foram identificados genótipos moderadamente resistentes que 17 

poderiam ser explorados em programas de melhoramento genético da planta 18 

(Mengistu et al., 2013). 19 

 20 
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2.2.7 Botritys cinerea 1 

 2 

B. cinerea representa um fungo ascomiceto generalista que pode ser 3 

encontrado em todas as regiões do mundo, sendo responsável por causar doenças 4 

como podridão cinzenta dos vegetais, podridão-da flor, mofo-cinzento, podridão-5 

cinza-do-capítulo dentre outras nomenclaturas. O fungo pode atacar diferentes 6 

regiões da planta, como folhas e caule, sendo mais frequente em regiões de tecidos 7 

moles da planta, como frutas, vegetais e flores, como observado na figura 7 (Bi et 8 

al., 2023). 9 

 10 

Figura 7– Aspectos gerais dos sintomas de B. cinerea em frutas de morango e uva 11 

 12 

Legenda: A) sintoma causado por B. cinerea em morango; B) sintoma de B. cinerea observado em 13 

uva. Fonte: Rasbak.  14 

 15 

Apesar dos sintomas causados variarem de acordo com o 16 

hospedeiro e órgãos infectados, esses são geralmente caracterizados pelo 17 

acinzentamento dos tecidos, que apresentam um aspecto úmido e necrótico 18 

causados pela presença do patógeno (Töfoli et al., 2011). Esse patógeno apresenta 19 
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um melhor desenvolvimento em regiões com elevada precipitação e pluviometria, e 1 

com temperaturas entre 18 e 23 ºC. 2 

No Brasil, o fungo é o principal causador de perdas nas culturas de 3 

morango (Calvo e Garrido, 2013), onde o patógeno infecta flores e frutos em 4 

diferentes estágios de desenvolvimento (Barakat e Al-Masri, 2017). A infecção 5 

primária ocorre a partir de conídios, que penetram nos tecidos das plantas e tornam-6 

se quiescentes até o amadurecimento do fruto (Lucon et al., 2009). 7 

 8 

2.3 Controle de Fitopatógenos 9 

 10 

2.3.1 Métodos de controle 11 

 12 

A principal estratégia empregada para o manejo de fitopatógenos é o 13 

uso de defensivos químicos-sintéticos, que utilizam ingredientes ativos para eliminar 14 

ou inibir o crescimento de microrganismos (Hirooka e Ishi, 2013). Apesar dos 15 

benefícios proporcionados, o uso excessivo desses defensivos representa uma 16 

ameaça à saúde humana e ao meio ambiente, além de favorecer o desenvolvimento 17 

de resistência nos fitopatógenos (Chelinho et al., 2011; Araújo, 2016). Outras 18 

estratégias, como rotação de cultura, uso de cultivares resistentes, aplicação de 19 

fumigantes e solarização do solo, podem ser empregadas para aumentar a eficiência 20 

da produção (Panth; Hassler; Baysal-Gurel, 2020). 21 

Uma tecnologia eficaz para reduzir os impactos dos defensivos 22 

químicos-sintéticos é a utilização de agentes de controle biológico (BCAs), 23 

microrganismos naturalmente antagonistas que impedem o desenvolvimento de 24 

fitopatógenos por meio de métodos diretos, como a produção de metabólitos, ou 25 



31 

 

indiretos, induzindo a resistência em plantas (Usta, 2013). O uso desses 1 

microrganismos apresenta a vantagem de agir apenas contra o patógeno alvo, além 2 

de ser capaz de se manter e se multiplicar no ambiente. 3 

 4 

2.3.2 Microrganismos no controle biológico 5 

 6 

O controle biológico pode ser realizado por diversos grupos de 7 

microrganismos, com fungos filamentosos e bactérias se destacando como os 8 

principais agentes de controle biológico (BCAs), presentes em diversos produtos 9 

registrados (Van Lenteren et al., 2018). A utilização de fungos para o controle de 10 

fitopatógenos é eficaz devido a características específicas desses microrganismos, 11 

como alta taxa de reprodução, baixo tempo de geração e especificidade de alvo. 12 

Gêneros como Trichoderma, Alternaria, Aspergillus, Candida, Fusarium, Penicillium, 13 

Pichia, Talaromyces e Clonostachys representam alguns dos principais grupos 14 

estudados e utilizados no controle de diversos grupos de fitopatógenos (Thambugala 15 

et al., 2020). 16 

O uso de microrganismos no controle de fitopatógenos representa 17 

uma tecnologia com uma história significativa. O primeiro biopesticida utilizado para 18 

o controle de insetos, à base de Bacillus thuringiensis, foi introduzido na Europa em 19 

1930 (Milner, 1994). No entanto, o desenvolvimento desses produtos é um processo 20 

demorado. Por exemplo, o primeiro fungicida biológico foi lançado apenas em 1989. 21 

Há pouco mais de 30 anos, o produto Binab T, contendo Trichoderma sp. como 22 

princípio ativo, foi introduzido no mercado (Dutta; Deb; Pandey, 2022). 23 

Microrganismos de diversos grupos têm sido utilizados e aplicados 24 

como possíveis agentes de controle biológico de fitopatógenos. Beauveria bassiana, 25 
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Trichoderma harzianum, Paecilomyces lilacinus e Colletotrichum sp. são exemplos 1 

de fungos utilizados como princípios ativos em inseticidas, fungicidas, nematicidas e 2 

herbicidas, respectivamente (Chakraborty; Ray, 2021; Gao et al., 2016; Genier et al., 3 

2016; Jouzani; Valijanian; Sharafi, 2017; Sood et al., 2020; Zimmermann, 2007). 4 

Esses agentes de controle biológico apresentam diferentes 5 

mecanismos para o controle de fitopatógenos, podendo ser agrupados em 6 

mecanismos diretos, como predação, parasitismo, competição e antibiose, e 7 

indiretos, como a indução de resistência. Compreender esses mecanismos é 8 

fundamental para o desenvolvimento de novos produtos que atuem de maneira 9 

eficaz, auxiliando no controle de fitopatógenos em diferentes regiões (Mishra et al., 10 

2018). 11 

 12 

2.3.3.1 Clonostachys rosea 13 

 14 

As primeiras observações das interações de C. rosea com 15 

fitopatógenos datam do final da década de 1950, e desde então, tem havido 16 

interesse em explorar esse microrganismo como agente de controle biológico (BCA), 17 

devido aos seus diversos mecanismos de ação (Barnett e Lilly, 1962; Shigo, 1958). 18 

Por ser um fungo generalista, C. rosea apresenta várias estratégias para controlar 19 

fitopatógenos, incluindo competição por espaço e nutrientes, antibiose e 20 

micoparasitismo (Sutton et al., 1997; Fatema et al., 2018). 21 

A capacidade de interação de C. rosea com diferentes espécies 22 

vegetais permite que ele ocupe órgãos que seriam alvos de fungos fitopatogênicos 23 

(Saraiva et al., 2015). Essas interações também podem induzir resistência nas 24 

plantas, melhorando sua capacidade de resposta aos patógenos (Kamou et al., 25 



33 

 

2020; Wang et al., 2019). A antibiose realizada por C. rosea, através da produção de 1 

metabólitos secundários, é fundamental para o micoparasitismo e o controle de 2 

patógenos de plantas (Han et al., 2020; Saraiva et al., 2020). 3 

Competindo por espaço e nutrientes, C. rosea pode efetivamente 4 

controlar fitopatógenos como B. cinerea, impactando diretamente em seu 5 

desenvolvimento (Jensen et al., 2017; Sutton et al., 1997). Isso ocorre devido à 6 

redução de nutrientes disponíveis para o patógeno, resultando em menor produção 7 

de esporos e desenvolvimento mais lento (Morandi et al., 2000). 8 

Os primeiros relatos de micoparasitismo por C. rosea foram 9 

baseados em estudos de interação em placas de ágar, nos quais o fungo foi capaz 10 

de sobrepujar e destruir culturas de diversos fungos, danificando o micélio superficial 11 

e, em alguns casos, produzindo pigmentos escuros (Jensen et al., 2022). Essa 12 

interação envolve o reconhecimento e ligação das hifas de C. rosea ao patógeno, 13 

seguido pela formação de apressório e penetração no hospedeiro (Makkonen e 14 

Pohjakallio, 1960). Enzimas como quitinases, glucanases e proteases produzidas 15 

por C. rosea atuam na parede celular dos patógenos, facilitando a penetração 16 

(Pachenari e Dix, 1980). 17 

Estudos de microscopia de fluorescência da interação entre C. rosea 18 

e F. oxysporum confirmaram a formação de apressório durante a penetração 19 

(Karlsson et al., 2015). Por outro lado, análises de microscopia eletrônica de 20 

varredura da interação entre C. rosea e B. cinerea mostraram exemplos de 21 

penetração direta sem a formação de apressórios, resultando em desintegração 22 

citoplasmática (Li et al., 2002). O micoparasitismo de oomicetos fitopatogênicos, 23 

como Pythium aphanidermatum e P. ultimum, também foi relatado para C. rosea 24 

(Chatterton e Punja, 2009; Mamarabadi et al., 2009).  25 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 1 

 2 

3.1 Manutenção dos microrganismos  3 

 4 

 A linhagem LABIM-LF027 utilizada nos experimentos foi isolada 5 

do solo de uma região de floresta estacional semidecídua localizada na região da 6 

Universidade Estadual de Londrina (-23.3287879841484, -51.20575613285868). O 7 

isolado LABIM-LF027 encontra-se armazenado a -80 °C, sendo pertencentes a 8 

coleção de microrganismos do Laboratório de Biotecnologia Microbiana (LABIM), 9 

Universidade Estadual de Londrina, Paraná, Brasil. Os demais microrganismos 10 

utilizados no estudo C. cassicola, F. solani, C. kikuchii, S. sclerotiorum, R. solani e B. 11 

cinerea estão mantidos na coleção. Para a ativação das cepas, inóculos foram 12 

realizados em placas com ágar Batata Dextrose (PDA), e incubados a 25 °C por 7 13 

dias. 14 

 15 

3.2 Caracterização morfológica e crescimento 16 

 17 

 As características morfológicas de LABIM-LF027 foram estudadas 18 

em diferentes meios de cultura solidificados, sendo esses: ágar extrato de levedura 19 

sacarose (YES), ágar Czapek (CZ), ágar extrato de malte (MEA), ágar batata dextrose 20 

(PDA) e ágar Sabouraud dextrose (SBA). As cepas foram inoculadas em 3 pontos de 21 

uma placa de Petri 90 – mm, e incubadas por 7 dias, a 20, 24 e 28 °C, em ambiente 22 

claro, escuro e com fotoperíodo afim de observar o meio que favorecesse o melhor 23 

crescimento do C. rosea. Os inóculos foram preparados utilizando uma solução de 24 

conídios na concentração de 1x107. Após a incubação, o diâmetro das colônias nos 25 
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diferentes meios e temperaturas foram medidos com a utilização de um paquímetro. A 1 

coloração das colônias na superfície e fundo das placas de Petri também foram 2 

determinados.  3 

 4 

3.3 Extração do DNA e sequenciamento 5 

 6 

O isolado LABIM-LF027 foi cultivado em caldo batata-dextrose 7 

(PDB) em shaker, 150 rpm a 28 ° C durante 4 dias, e o DNA foi extraído de acordo 8 

com o protocolo de Raeder e Broda (1985). Para a análise filogenética, a região 9 

parcial do gene ITS 5.8S foi amplificada e sequenciada utilizando os primers ITS1 e 10 

ITS4 (White et al. 1990), conforme descrito por Noriler et al. (2018). A curadoria dos 11 

cromatogramas e das sequências foram realizados conforme descrito por Noriler et 12 

al., (2019). A análise de similaridade da sequência ITS foi realizada através da 13 

comparação das sequências ITS presentes no banco de dados GenBank do NCBI 14 

(National Center for Biotechnology Information).  15 

  16 

3.4 Antagonismo contra fungos fitopatogênicos 17 

 18 

3.4.1 Cultura dupla 19 

 20 

 O ensaio foi conduzido utilizando o método de cultura dupla. Um 21 

spot de ágar contendo micélio foi colocado no centro de placas de Petri contendo 22 

meio de cultura BDA (Kasvi), enquanto na extremidade oposta um spot de ágar 23 

contendo micélio de LABIM-LF027 foi colado. Dois tratamentos foram testados para 24 

a atividade de LABIM-LF027 em cultura dupla, onde o fungo foi inoculado ao mesmo 25 
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tempo com os patógenos e com antecedência de 4 dias. Um tratamento de controle, 1 

sem inóculo fúngico, foi preparado para monitorar o crescimento do fungo.  2 

As placas foram incubadas em uma câmara BOD a 25°C, com um 3 

fotoperíodo de 12 horas. O tempo de incubação foi determinado pelo crescimento do 4 

controle; quando o fungo crescia por toda a placa, o experimento era encerrado. Os 5 

ensaios foram realizados em placas de 90 mm. O experimento foi realizado em 6 

triplicata. 7 

O teste de cultura dupla foi delineado para determinar a atividade 8 

antagonista com base na avaliação da porcentagem de inibição de crescimento 9 

radial (ICR) conforme descrito por Royse e Ries em 1978. A ICR é calculada pela 10 

fórmula:  11 

ICR = (
[
𝑋2 + 𝑋3 + 𝑋4

3
] − 𝑋1

𝑋2 + 𝑋3 + 𝑋4
3

)  12 

 13 

O diagrama presente na figura 8 representa as medidas utilizadas 14 

em centímetros para a realização dos cálculos. 15 

 16 

Figura 8 – Medidas utilizadas para o cálculo de inibição de crescimento radial. 17 

 18 

Legenda: A) Spot de C. rosea; B) Spot do fungo fitopatogênico. Fonte: Adaptado de Royse e 19 

Ries,1978  20 
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3.5 Microscopia eletrônica de varredura 1 

 2 

As colônias foram cultivadas em BDA por 7 dias foi removida e 3 

fixada em uma solução contendo 2,5% de glutaraldeído e 2% de paraformaldeído 4 

em 0,1 M de tampão de cacodilato de sódio (pH 7,2) a 4°C. As amostras foram 5 

mantidas nesta solução durante a noite para fixação, após foram lavadas três vezes 6 

com tampão de cacodilato de sódio 0,1 M (pH 7,2) por 10 minutos, seguido por 7 

desidratação três vezes por 10 minutos em uma série de etanol (30, 50, 70, 90 e 8 

100%). As amostras foram então submetidas à hexametildisilazano (HMDS) e 9 

revestidas com ouro (Revestidora por pulverização BALTEC SDC 050) e observadas 10 

com um microscópio eletrônico de varredura FEI Quanta 200 operando a 25,0 kV. 11 

 12 

3.6 Fermentação sólida em arroz 13 

 14 

A fermentação em estado sólido utilizando arroz foi realizada com 200 15 

g de arroz branco (Butuí), umedecido com 40% (m/v) e depositados em sacos plásticos 16 

de polipropileno nas medidas de 24x33 cm.. O tratamento 1 utilizou de um inóculo 17 

produzido a partir de uma fermentação líquida, enquanto o tratamento 2 foi utilizou de 18 

um proveniente de conídios aéreos de uma cultura crescida durante 14 dias em BDA e 19 

preparado adicionando 5 ml de uma solução de polissorbato a 0,01% (Tween 80) para 20 

a coleta dos esporos. Os sacos contendo a massa de arroz úmido foram inoculados 21 

com volume de 10% relativo à massa total, nas concentrações de 1x10^6. Os 22 

tratamentos foram mantidos em BOD a 28 ºC com 12h de fototase durante sete dias. 23 

Transcorrido esse período a massa de arroz contendo os conídios foi peneirado 24 

utilizando uma sequência de tamizes de abertura de 0.250 mm, 0.05 mm. Após 25 

essas etapas, uma diluição seriada foi realizada e com o auxílio de uma câmera de 26 
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Neubauer foi realizada a contagem de conídios em microscópio de luz com aumento 1 

de 400x.  2 

 3 

3.7 Análises estatísticas 4 

 5 

Para os experimentos descritos nos itens, todos os dados obtidos 6 

foram analisados pelo teste de ANOVA e Tukey para verificar adequação aos 7 

pressupostos de normalidade dos resíduos, homogeneidade das variâncias e 8 

independência dos resíduos, respectivamente (p<0,05).  9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 

 26 

 27 

 28 

 29 
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4. RESULTADOS 1 

4.1 Caracterização macro e microscópica 2 

 3 

A análise morfológica de LABIM-LF027 em cinco meios de cultura 4 

distintos, sob diferentes temperaturas e fotoperíodos, revelou que o fungo pode 5 

exibir diversas características macroscópicas, as quais variam de acordo com os 6 

parâmetros testados. Sob análise em microscopia óptica, não foram observadas 7 

diferenças morfológicas significativas em LABIM-LF027 em nenhum dos tratamentos 8 

avaliados.  9 

 10 

Figura 9 – Imagem das estruturas características de LABIM-LF027 encontrada nos 11 

diferentes meios. 12 

 13 

Legenda: A) conídios de LABIM-LF027; B) Conidióforos penicilados; C) Conidióforos verticilados; D) 14 

Clamidósporo de LABIM-LF027. E) MEV de hifas e esporos de LABIM-LF027. Fonte: autor. 15 

 16 

Em todos os meios de cultura avaliados (BDA, CZ, MEA, SB e YES), 17 

as hifas produzidas por LABIM-LF027 apresentaram um aspecto aveludado no 18 

anverso da placa, com o reverso com pigmentação acastanhada/ avermelhada, com 19 
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bordas   levemente amareladas (Figuras 10, 11 e 12). Quanto à coloração das 1 

estruturas, observou-se diferença em apenas um dos meios de cultura testados: 2 

enquanto nos meios BDA, MEA, SB e YES as hifas exibiram uma coloração 3 

alaranjada, no meio CZ apresentaram um aspecto esbranquiçado. Notavelmente, no 4 

meio SB, o fungo apresentou uma característica peculiar, onde as regiões próximas 5 

ao inóculo exibiram uma coloração diferente daquelas observadas nas hifas 6 

distantes do centro da colônia. Essas variações podem ser visualizadas nas figuras 7 

10, 11 e 12  8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 
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 1 

Legenda: Da esquerda para direita: características macroscópicas do verso e inverso de LABIM-2 

LF027 nos meios BDA, CZ, MEA, SB e YES em 3 luminosidades diferentes, fotoperíodo, claro e 3 

escuro. 4 

 5 

 6 

 7 

Figura 10 – Crescimento de LABIM-LF027 em diferentes meio e fotoperíodos em 20°C. 
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 1 

 2 

Legenda: Da esquerda para direita: características macroscópicas do verso e inverso de LABIM-3 

LF027 nos meios BDA, CZ, MEA, SB e YES em 3 luminosidades diferentes, fotoperíodo, claro e 4 

escuro. 5 

 6 

 7 

Figura 11 - Crescimento de LABIM-LF027 em diferentes meio e fotoperíodos em 24°C 
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 1 

Legenda: Da esquerda para direita: características macroscópicas do verso e inverso de LABIM-2 

LF027 nos meios BDA, CZ, MEA, SB e YES em 3 luminosidades diferentes, fotoperíodo, claro e 3 

escuro. 4 

 5 

 6 

 7 

Figura 12 - Crescimento de LABIM-LF027 em diferentes meio e fotoperíodos em 28°C. 
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4.2 Avaliação do crescimento 1 

 2 

O crescimento de LABIM-LF027 demonstrou variações significativas 3 

em resposta aos diferentes parâmetros testados. Os resultados indicaram que o 4 

meio de cultura, a iluminação e a temperatura tiveram efeitos marginalmente 5 

significativos, com valores de p próximos a 0,05, sobre a variável dependente, ou 6 

seja, o crescimento do fungo. Especificamente em relação à temperatura, os 7 

resultados sugerem que ela exerceu uma influência significativa no crescimento de 8 

LABIM-LF027.  9 

  10 

Tabela 1 – Crescimento em cm de LABIM-LF027 nos diferentes parâmetros 11 

testados. 12 

 20°C 24°C 28°C 

 Fotoperíodo Claro Escuro Fotoperíodo Claro Escuro Fotoperíodo Claro Escuro 

BDA 3,09 bCd 3,1 abCd 2,82 aCd 4 bCc 4,1 abCc 4,05 aCc 3,85 bCc 3,91 abCc 3,94 aCc 
CZ 2,55 bBd 2,63 abBd 2,69 aBd 4,02 bBc 4,08 abBc  4,22 aBc 3,18 bBc 2,82 abBc 3,16 aBc 

MEA 2,75 bAd 2,75 abAd 2,67 aAd 4,36 bAc 4,45 abAc 4,31 aAc 3,71 bAc 3,84 abAc 3,72 aAc 
SB 2,79 bAd 3,11 abAd 2,81 aAd 3,55 bAc 3,83 abAc  3,78 aAc 3,46 bAc 3,94 abAc  3,77 aAc 

YES 2,48 bAd 2,57 abAd 2,3 aAd 2,91bAc 3,06 abAc  3,01 aAc 3,9 bAc 4,12 abAc 4,11 aAc 

 13 

Os resultados da análise estatística indicaram que os tratamentos 14 

MEA, YES e SB apresentaram médias semelhantes, indicadas pela letra "a", o que 15 

sugere que não há diferença estatisticamente significativa entre esses tratamentos. 16 

Por outro lado, os tratamentos CZ e BDA apresentaram médias diferentes, indicadas 17 

pelas letras "b" e "c", respectivamente, o que sugere que eles são significativamente 18 

diferentes dos outros tratamentos. 19 

Em relação aos tratamentos de luminosidade ("Escuro", "Claro" e 20 

"Fotoperíodo"), os resultados indicaram médias diferentes, indicadas pelas letras "a", 21 

"ab" e "b", respectivamente. Isso sugere que há diferenças significativas entre esses 22 

tratamentos. O tratamento "Escuro" apresentou a maior média, seguido por "Claro" e 23 
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"Fotoperíodo", indicando uma possível tendência de efeito da luminosidade no 1 

resultado da variável medida. 2 

Os dados da temperatura mostraram que os tratamentos com 3 

médias de valor "a" (24 e 28) não são estatisticamente diferentes entre si, enquanto 4 

o tratamento com média "b" (20) é estatisticamente diferente dos tratamentos "a". 5 

Isso significa que há uma diferença significativa entre o tratamento com média "b" e 6 

os tratamentos com média "a". Neste caso, o tratamento "20" teve uma média 7 

significativamente menor do que os tratamentos "24" e "28". 8 

 9 

Figura 13 – Crescimento de LABIM-LF027 em diferentes meios de cultura. 10 

Figura 14 – Crescimento de LABIM-LF027 em diferentes tempos de iluminação. 11 
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 1 

 2 

Figura 15 – Crescimento de LABIM-LF027 em diferentes temperaturas. 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

4.3 Sequenciamento 10 

 11 
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A sequência consenso obtida neste estudo foi comparada com 1 

sequências tipo na base de dados do NCBI através da ferramenta BLAST. O 2 

resultado obtido através do BLAST indicou que o isolado LABIM-LF027 apresenta 3 

maior similaridade com a sequência tipo do fungo Clonostachys. Contudo conforme 4 

indicado na literatura outras regiões deverão ser sequenciadas para realizar a 5 

análise filogenética e identificar o isolado a nível de espécie.  6 

 7 

4.4 Antagonismo contra fungos fitopatogênicos 8 

 9 

Nos estudos sobre o antagonismo de LABIM-LF027, observou-se 10 

que o fungo possui a capacidade de reduzir o crescimento micelial de fungos 11 

fitopatogênicos avaliados (Figura 17). Esse efeito foi mais pronunciado quando o 12 

fungo foi cultivado por quatro dias antes dos patógenos. Além disso, verificou-se que 13 

C. rosea foi capaz de crescer sobre os fitopatógenos na maioria dos ensaios, 14 

resultando em alterações na coloração das hifas, particularmente observadas em 15 

Fusarium solani. Utilizando microscopia eletrônica de varredura (MEV), foi possível 16 

observar esporos de C. rosea sob as hifas dos fitopatógenos (Figura 18). 17 

É importante ressaltar que os resultados dos ensaios de cultura 18 

dupla avaliam a inibição apenas na região em que LABIM-LF027 está presente, não 19 

considerando o desenvolvimento total do patógeno na placa. Os ensaios 20 

demonstraram diferenças significativas entre os tempos de inóculo, sendo que o 21 

tratamento com inóculo anterior (IT) apresentou uma média de inibição maior do que 22 

o tratamento com inóculo simultâneo (IS). As interações entre LABIM-LF027 e os 23 

patógenos foram visualizadas por MEV, conforme demonstrado na figura. 24 

Os resultados das análises estatísticas de acordo com o teste 25 

ANOVA indicam que não há diferença significativa entre os grupos IS e IT em 26 
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relação à variável "ICR". Os dois grupos têm médias semelhantes, indicando que 1 

não há evidência estatística para afirmar que um grupo é diferente do outro em 2 

termos da média da variável analisada. 3 

 4 

Tabela 2 – Inibição do crescimento radial utilizando 2 inóculos diferentes de C. 5 

rosea. 6 

 ICR 
Inóculo BC SS CC FS CK MP RS 

IT 0,79 a 0,89 a 0,83 a 0,82 a 0,92 a 0,85 a 0,73 a 
IS 0,55 a 0,56 a 0,66 a 0,62 a 0,76 a 0,53 a 0,51 a 

Legenda: Inóculo anterior (IT); inóculo simultâneo (IS); Botrytis cinerea (BC); Sclerotinea sclerotiorum 7 

(SS); Corinespora cassicola (CC); Fusarium solani (FS); Cercospora kikuchii (CK); Macrophomina 8 

phaseolina (MP); Rhizoctonia solani (RS) 9 

 10 

Figura 16 – Valores de ICR de acordo com o tipo de inóculo de LABIM-LF027. 11 

 12 
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 1 

Figura 17 – Controle de fitopatógenos por LABIM-LF027 em cultura dupla. 2 

 3 

 4 

Legenda: Primeira fileira horazontal: controle de fitopatógenos por LABIM-LF027 em inóculos simultâneos. A) B. cinerea; B) F. solani; C) C. cassicola; D) C. 5 

kikuchii; E) S. sclerotiorum; F) M. phaseolina; G) R. solani. Segunda fileira horizontal: controle de fitopatógenos por LABIM-LF027 com intervalo de 4 dias. H) 6 

B. cinerea; I) F. solani; J) C. cassicola; K) C. kikuchii; L) S. sclerotiorum; M) M. phaseolina; N) R. solani. Terceira fileira horizontal: controle dos fungos 7 

fitopatógenos. O) B. cinerea; P) F. solani; Q) C. cassicola; R) C. kikuchii; S) S. sclerotiorum; T) M. phaseolina; U) R. solani. Fonte: autor 8 
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 1 

Figura 18 – MEV de culturas duplas de LABIM-LF027. 2 

 3 
Legenda: A) Hifas de B. cinerea em MEV; B) B. cinerea em cultura dupla com LABIM-LF027 em MEV C) R. solani em cultura dupla com LABIM-LF027 em 4 

MEV D) Hifas de R. solani em MEV; E) M. phaseolina em cultura dupla com LABIM-LF027 em MEV F) Hifas de S. sclerotiorum em MEV G) S. sclerotiorum 5 

em cultura dupla com LABIM-LF027 em MEV H) Hifas de M. phaseolina em MEV. Fonte: autor. 6 
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4.5 Fermentação sólida em arroz  1 

 2 

A hipótese deste estudo foi verificar se a forma de inóculo teria 3 

influência na produção de conídios em arroz por LABIM-LF027. O inóculo derivado 4 

das culturas crescidas em BDA apresentou uma média de 6,37 x 107 conídios/g, 5 

enquanto o inóculo da suspensão feito com pré-cultura líquida conferiu uma média 6 

de 4,47 x 107 conídios/g, concluindo que não há diferença estatística na produção de 7 

conídios entre as duas formas de inóculo testadas (Figura 19). 8 

Os resultados das análises estatísticas de acordo com o teste 9 

ANOVA indicam que não há diferença significativa entre os inóculos PL e PS em 10 

relação à variável " conídios/g ". Os dois grupos têm médias semelhantes, indicando 11 

que não há evidência estatística para afirmar que um grupo é diferente do outro em 12 

termos da média da variável analisada. 13 

Figura 19 – Produção de conídios em fermentação sólida em arroz. 14 

 15 

Legenda: Inóculo líquido (PL); inóculo sólido (PS). 16 
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5 DISCUSSÃO 1 

 2 

A principal estratégia utilizada para o controle de fitopatógenos nos 3 

tempos contemporâneos se dá pelo uso de defensivos químicos sintéticos, que 4 

apesar de essencial para a produção de alimentos apresentam riscos à saúde 5 

humana e ambiental. O uso de biodefensivos tem crescido significativamente em 6 

todo o mundo, representando atualmente cerca de 5% do mercado global de 7 

defensivos agrícolas. Estima-se que a partir de 2040, essa porcentagem aumente 8 

drasticamente, alcançando cerca de 50% do mercado (DAMALAS; KOUTROUBAS, 9 

2018; PATHMA et al., 2021).  10 

No Brasil, esse mercado movimenta aproximadamente 1 bilhão de 11 

reais por ano, com um crescimento anual de cerca de 6% (VIDAL et al., 2022). Essa 12 

tendência de crescimento é impulsionada por medidas públicas que incentivam o 13 

desenvolvimento e uso de biodefensivos. Recentemente, o Brasil implementou duas 14 

importantes medidas governamentais nesse sentido: o Plano Nacional de 15 

Bioinsumos, em 2020, por meio do Decreto nº 10.375, e o Plano Nacional de 16 

Fertilizantes, em 2022. Essas iniciativas têm como objetivo promover o 17 

desenvolvimento e uso de bioinsumos de forma geral, o que inclui os biodefensivos 18 

(SAE, 2021). 19 

Entre esses microrganismos os fungos representam potenciais 20 

agentes que podem contribuir para o manejo de pragas, onde espécies como B. 21 

bassiana, T. harzianum e P. lilacinus já são amplamente utilizados no mercado. C. 22 

rosea representa um potencial agente no controle de fungos fitopatogênicos, 23 

apresentando diversos mecanismos que podem ser aplicados de forma industrial.  24 
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Elementos como a produção em larga escala são necessários para a 1 

viabilização e utilização agrícola desse fungo agente no controle biológico. 2 

Processos como a fermentação líquida e fermentação sólida já são realizados para 3 

avaliar o potencial de C. rosea como possível BCA (Zhang et al., 2014;  de Andrade 4 

et al., 2018). A delimitação de parâmetros básicos a partir diferentes ensaios podem 5 

auxiliar no desenvolvimento dessas tecnologias. 6 

A morfologia de LABIM-LF027 pode apresentar diferenças 7 

relacionadas ao meio de cultura de crescimento, luminosidade e temperatura, fatores 8 

importantes para a identificação e cultivo do fungo em condições controladas. As 9 

análises permitiram distinguir diferentes fenótipos que LABIM-LF027 pode expressar, 10 

estando diretamente relacionado aos seus fatores de crescimento. A coloração típica 11 

pode ser observada, onde as colônias apresentam um tom amarelo/alaranjado 12 

quando crescidos em meios como BDA e SB (Sutton et al., 1997).  13 

Além disso, foi possível observar as principais estruturas 14 

necessárias para uma possível classificação do fungo, onde a presença de esporos 15 

característicos, tanto por microscopia óptica como em MEV, conidióforos verticilados 16 

e penicilados, e clamidósporos foi observada. Conforme observado, o fungo também 17 

apresentou diferentes aspectos, como a coloração esbranquiçada, fator que pode 18 

ocorrer tanto devido a ausência de luz, como a disponibilidades de nutrientes no 19 

meio (Sutton et al., 1997; Schroers et al., 1999).  20 

O crescimento do fungo observado no estudo demonstrou que 21 

diferentes fatores podem afetar no crescimento de LABIM-LF027. Os resultados da 22 

análise estatística indicam que os tratamentos MEA, YES e SB não apresentaram 23 

diferenças estatisticamente significativas entre si, enquanto os tratamentos CZ e 24 

BDA foram significativamente diferentes dos demais. Em relação à luminosidade, os 25 
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tratamentos "Escuro", "Claro" e "Fotoperíodo" apresentaram diferenças 1 

significativas, com o "Escuro" tendo a maior média. Quanto à temperatura, os 2 

tratamentos a 24 e 28 graus não foram estatisticamente diferentes entre si, mas 3 

ambos foram significativamente diferentes do tratamento a 20 ºC, que teve uma 4 

média menor. 5 

De acordo com a literatura, a produção de C. rosea tem sido feita 6 

utilizando diferentes condições de temperatura (variando de 18 a 30 ºC) e de 7 

fotoperíodo (12 h de luz, 14 h de luz ou 24 h de luz por dia). Nas placas presentes 8 

em ambientes com 24 °C e 28 °C. no escuro apresentaram o melhor crescimento. 9 

Diferenças também foram observadas na formação de hifas aéreas, onde em 10 

ambiente escuros havia uma maior formação quando comparada ao ambiente com 11 

fotoperíodo e claro. Esses resultados sugerem uma possível influência da 12 

luminosidade e da temperatura nos resultados das variáveis medidas, sendo 13 

relevante para sua aplicação prática. 14 

Conforme descrito por SUTTON et al. (1997), as colônias do fungo 15 

C. rosea em ágar geralmente apresentam colorações esbranquiçadas, alaranjadas 16 

ou salmão. Porém, a existência de trabalhos que discutam as condições específicas 17 

que levam o fungo a exibir essa variação de coloração são escassas, nem sua 18 

função ou o que poderia ser responsável por ela, como um pigmento de proteção ou 19 

um composto com outra função que, por coincidência, é pigmentado. De modo geral, 20 

sabe-se que a luz influencia os fungos de diversas maneiras, podendo afetar o 21 

metabolismo, o crescimento, o desenvolvimento sexual e assexual, a formação de 22 

pigmentos, o tropismo, entre outros (SÁNCHEZ-MURILLO et al., 2004). 23 

O isolado utilizado no estudo teve a análise de similaridade da sequência 24 

ITS realizada, indicando a sequência tipo do fungo Clonostachys. A partir das 25 
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análises, estudos envolvendo o controle de fitopatógenos podem ser realizados, já 1 

que apresentam que o grupo em que o organismo está presente demonstra 2 

potencial biotecnológico. Essas confirmações são necessárias para atribuir uma 3 

maior importância ao microrganismo utilizado no estudo, já que Clonostachys 4 

representa um gênero com potencial aplicação como uso no controle biológico.  5 

Diversos estudos demonstram a ação desse fungo contra fitopatógenos 6 

como Alternaria dauci, A. radicina, B. cinerea, B. aclada, Bipolaris sorokiniana, 7 

Drechslera teres, F. graminearum, F. verticillioides, F. crookwellense, F. culmorum, 8 

H. solani, Moniliophthora roreri, Phytophthora palmivora, R.  solani, Rhynchosporium 9 

commune e S. sclerotiorum (Krauss and Soberanis 2001; Jensen et al. 2004; 10 

Yohalem et al. 2004; Kosawang et al. 2014; Schoenberg et al. 2015; Sun et al. 11 

2015a, 2015b; Jensen et al. 2016; Lysøe et al. 2017; Samsudin et al. 2017). 12 

Nos ensaios de controle contra diferentes tipos de fitopatógenos o 13 

fungo apresentou capacidade de diminuir o crescimento micelial dos patógenos, 14 

especialmente quando cultivado por quatro dias antes da inoculação dos mesmos. 15 

Isso pode se dar ao desenvolvimento mais lento de LABIM-LF027 em relação aos 16 

patógenos como foi observado nas figuras anteriores, onde fitopatógenos que 17 

apresentaram um rápido crescimento não apresentaram um controle eficiente 18 

quando comparado ao inóculo com 4 dias de antecedência. 19 

O isolado também foi capaz de crescer sobre os fitopatógenos, 20 

como pode ser observado na interação com M. phaseolina, alterando também a 21 

coloração das hifas, principalmente em F. solani, onde é possível observar uma 22 

região violácea onde LABIM-LF027 entra em contato com o fitopatógeno. Usando 23 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), foi observado que os esporos de LABIM-24 

LF027 estavam presentes sob as hifas dos patógenos. O principal fitopatógeno que 25 
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apresentou uma diminuição drástica em seu desenvolvimento micelial foi C. kikuchii, 1 

que teve uma inibição média de 0,92 do desenvolvimento micelial.  2 

O potencial de antagonismo do fungo LABIM-LF027 contra S. 3 

sclerotiorum neste estudo está alinhado com os resultados encontrados em outras 4 

pesquisas (WU et al., 2018; ELSHERBINY et al., 2019; MASCARIN et al., 2022). Os 5 

resultados obtidos aqui sugerem que a cepa utilizada neste trabalho pode possuir 6 

potencial de antagonismo. Estudos futuros envolvendo a análise de metabólitos 7 

ativos e secundários, assim como metodologias in planta, podem ser considerados 8 

para uma avaliação mais abrangente e precisa do potencial dessas cepas. 9 

Esses resultados não permitem inferir que a ação de LABIM-LF027 10 

foi fungicida ou fungistática, porém algumas moléculas produzidas por esse fungo 11 

possuem atividade antimicrobiana, como a produção de enzimas que degradam a 12 

parede celular e metabólitos secundários tóxicos (Chatterton e Punja 2009; Fatema 13 

et al. 2018). Enzimas produzidas pelo gênero Clonostachys possivelmente 14 

degradam a parede celular de patógenos, uma estrutura essencial para sua defesa e 15 

sobrevivência. Entre essas enzimas pode-se destacar a produção de glucanases, 16 

quitinases e proteases. 17 

Na fermentação sólida utilizando grãos de arroz, o valor médio 18 

máximo obtido após 7 dias de fermentação foi de 6,37 x 107 conídios por grama para 19 

o inóculo sólido e 4,47 x 107 conídios por grama, valor inferior ao obtido por Carvalho 20 

et al. (2018) e inferior aos encontrados por Viccini et al. (2007) e Zhang et al. (2015), 21 

que foram de 5 x 108 conídios por grama, 3,4 x 109 e 3,5 x 1010 conídios por grama, 22 

respectivamente. Esse menor valor pode ser atribuído à quantidade de água no 23 

sistema. De acordo com De La Cruz Quiroz et al. (2015), o excesso de água diminui 24 

o rendimento do índice de esporulação, pois as cavidades dos meios são ocupadas 25 
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pela água, reduzindo os espaços livres para o desenvolvimento de formas de 1 

reprodução de fungos. 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 
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6 CONCLUSÃO 1 

 2 

A partir dos estudos, foi possível caracterizar as principais 3 

características macroscópicas relacionados ao fungo LABIM-LF027, bem como 4 

analisar as diferentes características morfológicas atreladas a parâmetros como 5 

temperatura, iluminação e meios de cultura. O crescimento também pode ser 6 

avaliado de acordo com os resultados experimentais obtidos. Através do 7 

sequenciamento foi possível confirmar que o fungo pertence ao gênero 8 

Clonostachys. 9 

O isolado também apresentou capacidade de inibir o crescimento 10 

micelial de diferentes fitopatógenos, podendo apresentar diferentes mecanismos 11 

para seus controles. A fermentação utilizando substrato sólido também demonstrou 12 

que LABIM-LF027 apresenta uma produção de conídios, importante para o seu 13 

potencial como produto de controle biológico.  14 

Futuros estudos são necessários para o melhor entendimento dos 15 

resultados obtidos. Com o desenvolvimento de novas fermentações em diferentes 16 

meios, testes que busquem ampliar a produção de conídios e a atividade contra 17 

fitopatógenos são necessários para a optimização do fungo em uma escala 18 

industrial. 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 
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