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RESUMO 

 

LOPES, Tamiris dos Santos. Compatibilidade e efeitos promotores de crescimento vegetal 

da coinoculação de Metarhizium–Bradyrhizobium em soja (Glycine max). 2026. 79 páginas. 

Dissertação (Mestrado em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada) - Instituto de Ciências 

Biológicas e da Saúde, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2026. 

 

Os fungos entomopatogênicos vêm sendo cada vez mais reconhecidos como bioinsumos 

multifuncionais, mas avaliar sua compatibilidade com inoculantes tradicionais é essencial para 

viabilizar consórcios microbianos. Este estudo avaliou as interações Metarhizium–

Bradyrhizobium em soja (Glycine max), integrando ensaios laboratoriais e em casa de 

vegetação. Primeiro, Metarhizium anisopliae LCM S04 e Metarhizium brunneum LCM S11 

foram confrontados in vitro com Bradyrhizobium diazoefficiens BR 85 (=SEMIA 5080) e 

Bradyrhizobium japonicum BR 86 (=SEMIA 5079). Posteriormente, os microrganismos foram 

avaliados em casa de vegetação por meio da inoculação direta nas sementes. Cada semente 

recebeu cultura bacteriana, suspensão fúngica ou ambas, com os volumes totais padronizados 

em todos os tratamentos (incluindo os controles absoluto e nitrogenado) utilizando uma solução 

veículo de Tween 80 a 0,01%. Aos 47 dias pós-inoculação, a nodulação, a biomassa e a 

arquitetura radicular foram determinadas. Os ensaios in vitro demonstraram compatibilidade 

entre os microrganismos e ausência de zonas de inibição, destacando-se a estirpe BR 86 por 

estimular o crescimento radial do isolado LCM S04. Em casa de vegetação, a presença de 

Metarhizium não afetou a eficiência da nodulação, preservando a simbiose rizóbio-leguminosa. 

Em termos de desenvolvimento vegetativo, o consórcio BR 85 + LCM S04 promoveu ganhos 

em altura e massa seca da parte aérea, enquanto a interação BR 86 + LCM S04 incrementou a 

complexidade da arquitetura radicular, aumentando o comprimento radicular, número de raízes 

finas e bifurcações. Adicionalmente, confirmou-se o estabelecimento endofítico de 

Metarhizium spp. em fragmentos de raiz, caule e folhas, enquanto sua recuperação do substrato 

atestou a persistência rizosférica dos isolados. Estes resultados ampliam a compreensão sobre 

as interações multifuncionais entre fungos entomopatogênicos e rizóbios na soja, validando o 

potencial biotecnológico desses consórcios para a agricultura tropical sustentável e justificando 

futuras investigações em campo. 

 

Palavras-chave: Metarhizium; Bradyrhizobium; soja; endófitos; promoção de crescimento 

vegetal 



 

 

ABSTRACT 

 

LOPES, Tamiris dos Santos. Compatibility and plant growth–promoting effects of 

Metarhizium–Bradyrhizobium co-inoculation in soybean (Glycine max). 2026. 79 pages. 

Dissertation (Master in Fitossanity and Applyed Biotecnology) - Institute of Biological and 

Health Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2026. 

 

Entomopathogenic fungi are increasingly recognized as multifunctional bioinputs, but 

evaluating their compatibility with traditional inoculants is essential to enable microbial 

consortia. This study evaluated Metarhizium–Bradyrhizobium interactions in soybean (Glycine 

max), integrating laboratory and greenhouse assays. First, Metarhizium anisopliae LCM S04 

and Metarhizium brunneum LCM S11 were confronted in vitro with Bradyrhizobium 

diazoefficiens BR 85 (=SEMIA 5080) and Bradyrhizobium japonicum BR 86 (=SEMIA 5079). 

Subsequently, the microorganisms were evaluated in a greenhouse through direct seed 

inoculation. Each seed received bacterial culture, fungal suspension, or both, with total volumes 

standardized across all treatments (including absolute and nitrogen-fertilized controls) using a 

0.01% Tween 80 vehicle solution. At 47 days post-inoculation, nodulation, biomass, and root 

architecture were determined. The in vitro assays demonstrated compatibility between the 

microorganisms and the absence of inhibition zones, with strain BR 86 standing out for 

stimulating the radial growth of isolate LCM S04. In the greenhouse, the presence of 

Metarhizium did not affect nodulation efficiency, fully preserving the rhizobium–legume 

symbiosis. In terms of vegetative development, BR 85 + LCM S04 consortium promoted gains 

in plant height and shoot dry weight, whereas BR 86 + LCM S04 interaction enhanced the 

complexity of root architecture by increasing root length, fine root number, and bifurcations. 

Additionally, the endophytic establishment of Metarhizium spp. was confirmed in root, stem, 

and leaf fragments, while its recovery from the substrate attested to the rhizospheric persistence 

of the isolates. These results expand the understanding of the multifunctional interactions 

between entomopathogenic fungi and rhizobia in soybean, validating the biotechnological 

potential of these consortia for sustainable tropical agriculture and justifying future field 

investigations.  

 

Keywords: Metarhizium; Bradyrhizobium; soybean; endophytes; plant growth promotion. 
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 INTRODUÇÃO 
 

Os fungos entomopatogênicos (FE) são reguladores fundamentais da dinâmica 

populacional de insetos em ecossistemas agrícolas (Iwanick et al., 2019). No mercado brasileiro 

de bioinsumos, entre os patógenos fúngicos de invertebrados, os gêneros Beauveria 

(Hypocreales: Cordyciptaceae) e Metarhizium (Hypocreales: Clavicipitaceae) representam 

mais de 70% de todos os agentes de controle biológico fúngico comercialmente disponíveis no 

país (Mascarin e Jaronski, 2016; Mascarin et al., 2024). Além de seu papel como patógenos de 

insetos, as espécies de Metarhizium são cada vez mais reconhecidas como microrganismos 

multifuncionais com potencial significativo como simbiontes radiculares e endófitos (Behie et 

al., 2015; Quesada-Moraga, 2020; Stone e Bidochka, 2020; Mesquita et al., 2023). Além disso, 

interações tripartites envolvendo o solo, a planta e o controle de pragas também são destacadas 

(Bamisile et al. 2023; Aravinthraju et al. 2024). Adicionalmente, relata-se que esses fungos 

melhoram o desempenho das plantas ao conferir resistência contra estresses bióticos e 

abióticos, tais como fitopatógenos e salinidade (Canassa et al., 2020; Holz et al., 2023; Khan 

et al., 2012). 

A eficácia de isolados como Metarhizium brunneum, Metarhizium anisopliae e 

Metarhizium robertsii está frequentemente ligada à sua persistência rizosférica (Golo et al., 

2014; Hu e Bidochka, 2021), particularmente quando aplicados como tratamento de sementes 

ou por meio de diversas estratégias de inoculação (Liao et al., 2014; Sarven et al., 2020; Russo 

et al., 2015). Apesar do crescente reconhecimento desses benefícios (Ahmad et al., 2020; Hu 

et al., 2023), as informações sobre a associação de Metarhizium spp. com culturas no Brasil 

ainda estão em estágios iniciais (Mesquita et al., 2023). A elucidação dessas interações 

simbióticas no ambiente rizosférico é crucial para o avanço da agricultura sustentável. A 

rizosfera constitui um centro crítico para interações complexas planta-microrganismo e 

microrganismo-microrganismo, sendo responsável pela ciclagem de nutrientes, estabilidade do 

ecossistema e sequestro de carbono (Bais et al., 2006; Singh et al., 2004). 

A soja (Glycine max), principal cultura de oleaginosas do mundo, depende 

extensivamente de bactérias do gênero Bradyrhizobium spp. para conduzir a Fixação Biológica 

de Nitrogênio (FBN). Esse processo simbiótico é uma alternativa sustentável amplamente 

utilizada, atendendo à alta demanda de nitrogênio da soja, que excede 80 kg de N por tonelada 

de grão (Seixas et al., 2020). Na América do Sul, a inoculação anual de mais de 40 milhões de 

hectares com Bradyrhizobium permite a fixação de até 10 milhões de toneladas de nitrogênio 

por ano, com média superior a 200 kg ha-1 por colheita (Hungria et al., 2006; Hungria e Mendes, 
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2015; Chibeba et al., 2018). No entanto, manter um desempenho consistente no campo continua 

sendo um desafio devido à competitividade das estirpes e à compatibilidade com diversas 

comunidades microbianas (Fukami et al., 2018). 

Nesse sentido, a integração de fungos como Metarhizium em sistemas já estabelecidos 

de produção de soja ainda é pouco compreendida. Pesquisas indicam que a colonização fúngica 

endofítica ativa defesas sistêmicas nas plantas, aumentando assim a resistência e a tolerância 

contra insetos herbívoros (Ahsan et al., 2024; Rasool et al., 2024). Para aproveitar totalmente 

esses múltiplos benefícios no campo, a combinação do controle biológico de pragas com a FBN 

surge como uma abordagem promissora. Contudo, à medida que as tendências agrícolas se 

voltam para os consórcios microbianos, as pesquisas que investigam a compatibilidade entre 

esses agentes de biocontrole e bactérias fixadoras de nitrogênio, particularmente 

Bradyrhizobium spp., ainda são escassas.  

Descobertas recentes de Iberia et al. (2026) demonstraram que o desempenho 

biológico de Metarhizium em soja é fortemente dependente do isolado. Ao selecionarem 

isolados nativos do Uruguai para avaliar a compatibilidade com estirpes comerciais de B. 

elkanii (U1301 e U1302), os autores relataram interações inibitórias in vitro para isolados 

específicos. Estes incluíram sete isolados de M. lepidiotae com fortes efeitos inibitórios, bem 

como M. robertsii ILB440 e M. frigidum ILB185 com inibição moderada, sugerindo um 

potencial antagonismo direto sob condições de laboratório. Contudo, esses efeitos inibitórios 

não foram observados em estudos in planta, onde a coinoculação não mostrou interferência na 

nodulação ou no desempenho das plantas. 

A seleção de microrganismos para novas formulações comerciais requer uma 

avaliação multifacetada. No contexto de consórcios microbianos, o sucesso dependerá da 

compatibilidade biológica entre os inoculantes e da garantia de sua viabilidade (Blum, 2007). 

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a explorar a compatibilidade e a coinoculação de 

isolados nativos de Metarhizium com estirpes de Bradyrhizobium essenciais para a FBN na 

cultura da soja no Brasil. Ao avaliar as interações in vitro e em casa de vegetação entre as 

estirpes oficiais B. diazoefficiens BR 85 (CPAC 7; SEMIA 5080) e B. japonicum BR 86 (CPAC 

15; SEMIA 5079) e dois isolados obtidos de solos do Sudeste do Brasil, M. anisopliae LCM 

S04 e M. brunneum LCM S11, este trabalho investiga os impactos dessa associação na 

promoção do crescimento vegetal, na morfologia radicular, no estabelecimento endofítico e na 

manutenção da simbiose rizobiana. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 A cultura da soja (Glycine max (L.) Merr.) 

A produção global de oleaginosas apresenta tendência de crescimento, passando de 

682,1 milhões de toneladas na safra 2024/25 para uma estimativa de 691,6 milhões de toneladas 

em 2025/26. Nesse contexto, a soja destaca-se como a principal oleaginosa, respondendo por 

aproximadamente 61,6% da produção mundial projetada para a safra 2025/26 (USDA, 2025). 

Apesar das divergências entre projeções internacionais, com o USDA indicando leve 

crescimento e o Conselho Internacional de Grãos apontando pequena redução no volume global 

produzido, a cultura mantém elevada relevância no cenário agrícola mundial, desempenhando 

papel estratégico na segurança alimentar, nutricional, energética e econômica (Johnson et al., 

2023; Ramlal et al., 2024; IGC, 2025). 

A soja é uma leguminosa pertencente à família Fabaceae, subfamília Papilionoideae e 

tribo Phaseoleae, originária do leste da Ásia, com centro de domesticação no nordeste da China 

(Hymowitz, 1970; Sediyama, 2015). Trata-se do principal grão produzido, processado e 

comercializado mundialmente, sendo amplamente utilizada na produção de óleo, biodiesel e na 

alimentação humana e animal, em razão de sua elevada qualidade nutricional, baixo custo e 

alto teor proteico (Castro; Carvalho, 2014; Hirakuri; Lazzarotto, 2014; Mattos, 2015; CONAB, 

2019; Hu, 2023; Kim, 2023; Rani, 2023). Os grãos apresentam teores proteicos entre 30% e 

40%, com elevada concentração de aminoácidos essenciais, como arginina, leucina e lisina, e 

ampla diversidade de derivados, o que reforça a versatilidade da cultura e sua importância nas 

cadeias agroindustriais (Bordingnon; Mandarino, 1994; Silva et al., 2006; CONAB, 2022; Qin 

et al., 2022; Kim, 2023). 

Do ponto de vista agronômico, a soja apresenta porte herbáceo, crescimento ereto a 

semiereto e altura variável conforme a cultivar e as condições ambientais. Possui sistema 

radicular pivotante, caule cilíndrico e ramificado, folhas trifolioladas e flores 

predominantemente autógamas, hermafroditas e papilionadas, que originam vagens do tipo 

legume contendo uma a quatro sementes (Moreira; Siqueira, 2006; Damasio, 2025). O 

desenvolvimento da cultura é fortemente influenciado pelo fotoperíodo e pela disponibilidade 

de luminosidade, condicionando a adaptação dos cultivares às diferentes latitudes (Tejo; 

Fernandes; Buratto, 2019). 

No Brasil, a produção de soja apresentou crescimento expressivo nas últimas décadas, 

passando de 1,9 milhão de toneladas em 1970 para mais de 150 milhões de toneladas em 2023, 

consolidando o país como líder mundial, posição que deverá ser mantida na safra 2025/26, com 
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produção estimada em cerca de 175 milhões de toneladas (IBGE, 2022; CONAB, 2024; USDA, 

2025). O Centro-Oeste destaca-se como principal polo produtor, concentrando mais de 50% da 

produção nacional, seguido pela região Sul, com destaque para os estados de Mato Grosso, 

Goiás e Paraná (Vieira Filho, 2024). 

A relevância da soja para o desenvolvimento econômico nacional é evidenciada por 

sua consolidação como insumo estratégico em múltiplas cadeias produtivas, abrangendo a 

produção primária, a agroindústria e a cadeia de carnes, refutando a percepção de baixo valor 

agregado frequentemente associada à cultura (Graziano; Gazzoni; Pedroso, 2021; Vieira Filho, 

2024). Além disso, a expansão das exportações não comprometeu a segurança alimentar 

nacional, uma vez que o consumo interno de derivados manteve trajetória de crescimento. A 

cadeia produtiva da soja exerce impactos positivos sobre o desenvolvimento local, refletidos 

na atração de investimentos, geração de empregos e incorporação de ciência, tecnologia e 

inovação, envolvendo cerca de 240 mil produtores e 1,4 milhão de pessoas empregadas direta 

e indiretamente no país (CONAB, 2022). 

A expansão da soja no bioma Cerrado, por exemplo, que hoje ocupa cerca de 24% do 

território nacional, foi viabilizada por avanços científicos e tecnológicos conduzidos 

principalmente pela Embrapa, por meio do Centro de Pesquisa Agropecuária do Cerrado 

(CPAC), que permitiram a incorporação produtiva de áreas anteriormente consideradas 

inadequadas ao cultivo agrícola (Kopf; Brum, 2019; Fishlow; Vieira Filho, 2020). Esse 

processo foi fortalecido por iniciativas de cooperação técnico-científica internacional, como a 

parceria nipo-brasileira, e pela tropicalização da cultura, envolvendo avanços em 

melhoramento genético, manejo da fertilidade do solo e adoção de sistemas conservacionistas, 

como o plantio direto, resultando em expressivos ganhos de produtividade (Embrapa, 2004; 

Hungria et al., 2006; Hosono; Hongo, 2016). 

Atualmente, o crescimento do consumo de produtos orgânicos também tem 

impulsionado a produção de soja orgânica no Brasil, caracterizada pela ausência de agrotóxicos 

e maior valor agregado, especialmente para a formulação de rações destinadas à produção de 

carnes orgânicas (Embrapa, 2015; CI Orgânicos, 2021). Contudo, a produção e a 

comercialização desse sistema exigem certificação específica, uso de sementes não 

transgênicas e controle biológico de pragas e plantas daninhas, ainda enfrentando desafios 

como a limitada disponibilidade de cultivares adaptadas (Dadazio et al., 2020). Esses 

movimentos ocorrem em resposta às preocupações ambientais e socioeconômicas associadas 

ao cultivo convencional, marcado pelo uso intensivo de insumos químicos e seus impactos 
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sobre o solo, a microbiota edáfica e os recursos hídricos (Johnson et al., 2023; Turabi et al., 

2024; Zhao et al., 2024). 

2.2 Fixação biológica de nitrogênio e coinoculação em soja   

A cultura da soja apresenta elevada exigência por nitrogênio, estimada em cerca de 80 

kg de N por tonelada de grãos produzidos, sendo este um nutriente essencial ao crescimento 

vegetativo e ao enchimento de grãos (Seixas et al., 2020). Esse elemento participa diretamente 

da formação de proteínas, enzimas, ácidos nucleicos e clorofila, influenciando de forma 

decisiva na fotossíntese e na produtividade final da cultura (Hungria et al., 2022). No Brasil, a 

demanda desse macronutriente pode ser suprida total ou parcialmente pela FBN, um processo 

biológico que atua como alternativa sustentável ao uso de fertilizantes químicos nitrogenados, 

conferindo enorme vantagem econômica e ambiental à produção nacional (Embrapa, 2019). 

Na cultura da soja, a FBN é um processo simbiótico estabelecido entre a leguminosa 

e bactérias diazotróficas do gênero Bradyrhizobium, que convertem o nitrogênio atmosférico 

em uma forma assimilável pelas plantas (Mascarenhas et al., 2005). Essa transformação é 

realizada por bactérias que possuem o complexo enzimático nitrogenase, capaz de romper a 

ligação tripla do N2 (Hungria e Mendes, 2015). A simbiose baseia-se em uma complexa troca 

de sinais químicos no sistema radicular, culminando na formação de nódulos radiculares, 

estruturas dentro das quais a planta regula cuidadosamente a concentração de oxigênio por meio 

da leghemoglobina para garantir as condições adequadas ao funcionamento da nitrogenase 

(Hungria e Mendes, 2015). 

Embora a prática de inoculação dessas bactérias seja amplamente adotada no 

agronegócio nacional, sua eficiência é influenciada por condições edafoclimáticas e técnicas de 

manejo (Hungria e Mendes, 2015; Zilli et al., 2019). Fatores ambientais, como temperatura e 

disponibilidade hídrica, afetam a sobrevivência e o metabolismo dos rizóbios, especialmente 

em períodos prolongados de seca ou estresse térmico. Além disso, o processo de FBN exige 

um gasto energético das plantas, que precisam fornecer carbono e energia na forma de ATP às 

bactérias em simbiose (Stam et al., 1987). Diante disso, a inoculação de estirpes de 

Bradyrhizobium em conjunto com outros microrganismos benéficos apresenta-se como uma 

possibilidade de otimizar esse balanço energético e favorecer o desenvolvimento vegetal. 

Nesse cenário de inovação, o manejo microbiológico do solo expandiu-se da 

inoculação simples para o conceito de coinoculação ou uso integrado de múltiplos 

microrganismos através de consórcios. Essa abordagem baseia-se na aplicação conjunta de 

microrganismos de diferentes gêneros e nichos ecológicos, visando explorar efeitos sinérgicos 
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no ecossistema radicular para potencializar a resiliência da cultura frente a estresses bióticos e 

abióticos (Domingues, 2019).  

Entre as bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) aplicadas à 

coinoculação, a espécie Azospirillum brasilense consolidou-se na cultura da soja por sua 

habilidade de colonizar a rizosfera e estimular o crescimento radicular (Hungria, 2016). 

Enquanto o Bradyrhizobium realiza a fixação simbiótica, o Azospirillum atua por meio da 

síntese de fitormônios, como auxinas e giberelinas, favorecendo a absorção de água, nutrientes 

e expandindo a área de exploração do solo (Zuffo et al., 2015). Embora contribua com uma 

pequena quantidade de nitrogênio fixado, seu principal benefício é o estímulo fisiológico que 

intensifica a nodulação e melhora a eficiência nutricional, promovendo incrementos de 

produtividade na soja que variam de 8% a 10% dependendo das condições de cultivo (Zuffo et 

al., 2015; Fachinelli, 2018; Prado et al., 2019; Hungria et al., 2022). 

Por outro lado, quando se trata de microrganismos endofíticos, que colonizam os 

tecidos internos das plantas vivas de forma assintomática durante todo ou parte de seu ciclo de 

vida (Hartlova et al., 2011), a promoção do crescimento vegetal pode ocorrer por mecanismos 

distintos da fixação direta, como pelo aumento da atividade da enzima redutase do nitrato 

(Cassán e Salamone, 2008). Esses endófitos exercem efeitos benéficos diretos no 

desenvolvimento de órgãos, produção de flores e rendimento das culturas (Dey et al., 2004). 

O potencial dessa estratégia é evidenciado por bactérias do gênero Bacillus, como 

Bacillus subtilis, que atuam na promoção do crescimento por vias diretas e indiretas. De 

maneira direta, esse microrganismo atua na solubilização de fósforo, na produção de 

fitormônios, sideróforos e na indução de tolerância a estresses abióticos (Hashem et al., 2019). 

Indiretamente, sua capacidade de colonização endofítica (Fall et al., 2004) e a formação de 

biofilme radicular exercem o controle biológico de fitopatógenos através da produção de 

lipopeptídeos antimicrobianos (Davey et al., 2003). Quando associado ao rizóbio, o B. subtilis 

pode aumentar a nodulação, a competitividade bacteriana e a eficiência da FBN, seja pela 

ampliação dos sítios de infecção ou pela proteção sanitária do sistema radicular, resultando em 

ganhos expressivos de produtividade de grãos (Li e Alexander, 1988; Araújo e Hungria, 1999; 

Turner e Backman, 1991; Lazzaretti e Melo, 2005; Araújo et al., 2010). 

Assim, a combinação entre FBN e coinoculação consolida-se como uma estratégia 

biotecnológica essencial para a sustentabilidade e competitividade da sojicultura brasileira. 

Esse panorama bem-sucedido de interações multifuncionais fundamenta a inserção de novos 

microrganismos aos consórcios bacterianos tradicionais. Nesse contexto, a integração com 

fungos benéficos surge como uma alternativa promissora para expandir os benefícios 
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biológicos na cultura, estabelecendo a base para o uso de sistemas tripartites na agricultura 

tropical.  

2.3 Fungos entomopatogênicos e seu potencial endofítico  

A produtividade das culturas agrícolas é constantemente desafiada por extremos 

climáticos, pragas e fitopatógenos, fatores que comprometem desde o estabelecimento inicial 

até o manejo fitossanitário das lavouras. No cenário brasileiro, a cultura da soja é severamente 

afetada por uma ampla diversidade de artrópodes-praga. A abordagem convencional para o 

manejo desses organismos envolve o uso intensivo de inseticidas sintéticos. Embora essa 

prática apresente eficácia em curto prazo, seu uso contínuo gera impactos ambientais severos, 

evolução de resistência em populações de pragas e preocupações com a saúde pública (Alves, 

2014).  

Diante disso, o controle biológico consolida-se como uma alternativa viável e 

sustentável à dependência desses insumos químicos, apresentando como um dos principais 

pilares a aplicação de FE, com notório destaque para os gêneros Metarhizium, Cordyceps e 

Beauveria, táxons bem estabelecidos dentro da ordem Hypocreales (Barra-Bucarel et al., 2019; 

Strom et al., 2020; Yapa et al., 2025).  

No agroecossistema, esses microrganismos desempenham um papel fundamental na 

regulação natural das populações de insetos (Alves; Farias, 2010). Na cultura da soja, os FE 

apresentam relevância histórica no controle de importantes pragas desfolhadoras, como 

Anticarsia gemmatalis, Chrysodeixis includens e espécies do gênero Spodoptera, que podem 

causar elevados níveis de desfolha e comprometer significativamente o rendimento de grãos 

(Sosa-Gómez et al., 2003).  

O processo infeccioso dos FE inicia-se com a adesão dos conídios à cutícula do inseto, 

mediada por proteínas estruturais como hidrofobinas e adesinas, seguida pela germinação e 

diferenciação de estruturas especializadas, como o tubo germinativo e o apressório (Leger, 

2008; Carolino et al., 2014; Tiago et al., 2014). A penetração do tegumento ocorre pela ação 

combinada de pressão mecânica e secreção de enzimas hidrolíticas, incluindo quitinases, 

proteases e lipases, permitindo a colonização do hemocele e a subsequente morte do hospedeiro 

por septicemia ou ação de toxinas (Zimmermann, 2007). 

A viabilidade do uso prático desses fungos no manejo biológico fundamenta-se na 

eficiência em suprimir os hospedeiros em diferentes estágios evolutivos, na ampla variabilidade 

genética, que viabiliza a seleção de isolados altamente virulentos para alvos específicos, e na 

segurança ecotoxicológica que oferecem aos ecossistemas (Alves, 1998; Samish; Ginsberg; 
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Glaser, 2004; Thomas; Read, 2007). Entretanto, a eficácia de bioinseticidas em condições de 

campo depende fortemente das variáveis climáticas, sendo a alta umidade relativa e as 

temperaturas moderadas fatores essenciais para a sobrevivência, germinação e o pleno 

desenvolvimento dos conídios (Fontes; Valadares-Inglis, 2020). 

Paralelamente ao ciclo patogênico clássico, a compreensão das funções ecológicas 

desses fungos expandiu-se marcadamente. Desde a origem das plantas terrestres, os 

microrganismos se associam aos tecidos vegetais por meio de um longo processo coevolutivo, 

estabelecendo interações que variam de mutualísticas a deletérias (Downie, 2010; Turner; 

James; Poole, 2013). Nesse contexto, investigações têm relatado que espécies pertencentes aos 

gêneros Beauveria e Metarhizium, além de sua atuação fitossanitária direta, possuem a 

capacidade de colonizar tecidos vegetais de forma assintomática, estabelecendo-se como 

microrganismos endofíticos em diversas culturas agrícolas (Behie; Bidochka, 2014; Russo et 

al., 2019).  

As definições de endófitos fúngicos evoluíram substancialmente ao longo do 

desenvolvimento das pesquisas nessa área (Schulz; Boyle, 2005; Hyde; Soytong, 2008). 

Atualmente, esse caráter endofítico compreende a capacidade de o agente se estabelecer no 

interior dos tecidos das plantas sem causar sintomas de patogenicidade (Nair; Padmavathy, 

2014), ocupando nichos específicos em raízes, caules e folhas (Wilson, 1995; Nisa et al., 2015). 

A associação entre endófitos fúngicos e as plantas hospedeiras pode ocorrer de forma 

obrigatória ou facultativa, envolvendo um complexo equilíbrio bioquímico (Carroll, 1988). A 

maioria das espécies vegetais abriga endófitos que influenciam positivamente o crescimento e 

o estado sanitário vegetal desde as fases iniciais de germinação das sementes (White et al., 

2019). A introdução do fungo na planta pode ser obtida por diferentes vias, incluindo a 

colonização via radicular a partir do solo, o tratamento de sementes ou a aplicação foliar, sendo 

o sucesso do estabelecimento regulado pela espécie fúngica, pelo genótipo da planta e pelas 

condições microclimáticas (Parsa et al., 2013; Jaber; Enkerli, 2016). Uma vez no interior dos 

tecidos, o ambiente endofítico oferece maior proteção contra estresses ambientais e radiação 

ultravioleta quando comparado ao solo ou à superfície rizosférica, conferindo uma significativa 

vantagem ecológica a esses isolados (Berendsen; Pieterse; Bakker, 2012). 

Adicionalmente, estudos apontam que a diversidade e a taxa de colonização da 

comunidade fúngica endofítica variam conforme o genótipo do hospedeiro, o tecido analisado, 

o estágio fenológico e o sistema de manejo adotado, inclusive sofrendo influência direta da 

aplicação de defensivos agrícolas (Pimentel et al., 2006; Stuart et al., 2018; Batzer; Mueller, 

2020). 
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Como resultado dessa simbiose, estabelece-se uma relação de troca na qual o 

hospedeiro fornece nicho protegido e fotoassimilados (Raman; Suryanarayanan, 2017), 

enquanto o fungo sintetiza substâncias bioativas, incluindo reguladores de crescimento e 

compostos com propriedades antibacterianas, antifúngicas e inseticidas, que auxiliam a planta 

a sobrepor-se a competidores e estresses (Carroll, 1988; Faeth, 2002; Yan et al., 2019; Chouhan 

et al., 2022). 

Outro aspecto relevante dos FE diz respeito à modulação indireta da interação planta-

inseto. Plantas colonizadas por FE endofíticos frequentemente exibem alterações no perfil de 

metabólitos secundários e na emissão de compostos voláteis, tornando os tecidos vegetais 

menos atrativos ou adequados ao desenvolvimento de insetos-praga (Ferreira et al., 2024). Por 

fim, essa associação também contribui para a melhoria da eficiência nutricional e para a 

tolerância a estresses bióticos e abióticos, mecanismos mediados pela produção de fitormônios, 

solubilização de nutrientes indisponíveis no solo e indução de resistência sistêmica (Zheng et 

al., 2016; Jaber, 2018; Jaber; Alananbeh, 2018; Moloinyane; Nchu, 2019; Poveda et al., 2021; 

Melo et al., 2024).  

2.4 Interação entre Metarhizium spp. e plantas 

Fungos entomopatógenos do gênero Metarhizium (Clavicipitaceae, Hypocreales) 

possuem ampla ocorrência geográfica e demonstram uma estreita relação ecológica com o 

ambiente edáfico (Jaronski, 2007). Esse grupo taxonômico caracteriza-se por uma notável 

variabilidade genética e plasticidade quanto à especificidade de alvos, dividindo-se entre 

linhagens generalistas e especialistas de acordo com o potencial biológico de colonizar variadas 

ordens de insetos-praga (Gao et al., 2011; Leger; Wang, 2020). No cenário brasileiro, 

Metarhizium destaca-se como um dos agentes mais importantes no controle biológico de 

artrópodes-praga, acumulando um histórico consolidado de uso no manejo fitossanitário de 

grandes culturas, especialmente no controle de cigarrinhas e lagartas em sistemas de produção 

de cana-de-açúcar e soja (Parra, 2014; Mascarin et al., 2019). 

Na cultura da soja, espécies como Metarhizium rileyi são amplamente reconhecidas 

pela capacidade de induzir epizootias naturais em populações de Anticarsia gemmatalis, 

atuando como um elemento regulador biológico fundamental (Thorvilson; Pedigo, 1984; Sujii 

et al., 2002). Estudos clássicos corroboram que a aplicação desse entomopatógeno direcionada 

aos estágios iniciais de desenvolvimento das lagartas resulta em elevadas taxas de mortalidade 

em curtos intervalos de tempo (Ignoffo et al., 1975; Lopes et al., 1995). Entretanto, a 

intensificação do uso de fungicidas sintéticos nos sistemas agrícolas convencionais pode 
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impactar negativamente a viabilidade dessas populações nativas de Metarhizium, reduzindo 

drasticamente sua persistência no solo e comprometendo a eficiência do controle biológico 

natural (Sosa-Gómez et al., 2003; Lima, 2015). 

Para além de sua consolidada função entomopatogênica, espécies de Metarhizium são 

intensamente investigadas devido à capacidade de colonizar a região rizosférica e estabelecer 

associações endofíticas estáveis com as plantas. Tal comportamento amplia substancialmente 

o espectro funcional desses microrganismos, inserindo-os em um contexto complexo de 

interações multifuncionais na interface planta-microrganismo, com reflexos diretos na 

promoção do crescimento vegetal, na otimização nutricional e na proteção contra fitopatógenos 

e estresses abióticos (Ahmad et al., 2020; Hu; Bidochka, 2021).  

Evidências indicam que Metarhizium robertsii e Metarhizium anisopliae colonizam 

eficientemente tanto o sistema radicular quanto os tecidos aéreos, promovendo o incremento da 

biomassa e da área de contato do vegetal. Na rizosfera, os conídios liberados aderem à superfície 

das raízes e, após a germinação sob estímulos favoráveis, iniciam a colonização interna celular. 

Esse estabelecimento endofítico induz alterações morfológicas perceptíveis na arquitetura 

radicular, como o crescimento acelerado e o aumento expressivo na densidade de pelos 

radiculares (Sasan; Bidochka, 2012). 

Essa associação benéfica e multifatorial é mediada pela modulação de vias hormonais, 

regulação homeostática e secreção de compostos bioativos na rizosfera. Espécies de 

Metarhizium podem atuar diretamente na regulação do ácido jasmônico, estimulando respostas 

de defesa vegetal, e na síntese de auxinas, como o ácido indolacético (AIA), e giberelinas, 

fitormônios amplamente implicados no desenvolvimento da fitomassa e no alongamento de 

raízes e brotos (Deuner et al., 2015; Siqueira et al., 2020; Jiang, 2022). Paralelamente, espécies 

de Metarhizium possuem a capacidade de estimular a produção de brassinoesteroides e regular 

sistemas enzimáticos antioxidantes, importantes agentes na manutenção da homeostase redox 

sob condições adversas (Jiang, 2022). O potencial bioestimulante desses isolados abrange, 

ainda, mecanismos nutricionais e bioquímicos, como a capacidade de solubilização de fosfatos 

inorgânicos e a liberação de sideróforos e quitinases no ambiente radicular (Deuner et al., 

2015). 

Um desdobramento relevante dessa regulação metabólica envolve a capacidade de 

Metarhizium em atenuar a fitotoxicidade induzida por contaminantes ambientais. Estudos 

demonstraram que a inoculação com espécies desse gênero pode reduzir significativamente o 

acúmulo de metais pesados, como cádmio (Cd) e chumbo, nos tecidos vegetais por meio do 

estímulo a sistemas antioxidantes (Hussein et al., 2011; Jiang, 2022). Ao avaliar essa dinâmica 
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em arroz, Hussein et al. (2011) constataram que a inoculação com M. robertsii mitigou a 

absorção de Cd, mantendo os teores do metal na fitomassa dentro dos níveis seguros 

recomendados pela FAO, além de promover incrementos na produção de biomassa e na altura 

da parte aérea sob doses elevadas do elemento no solo. 

O isolamento de Metarhizium a partir de tecidos radiculares de soja reforça o potencial 

desse gênero como bioinoculante multifuncional, indicando sua viabilidade em estratégias 

integradas que combinem o manejo de pragas com a bioestimulação da cultura (Holz et al., 

2023). Atualmente, a utilização desses microrganismos endofíticos tem despertado interesse 

devido ao seu potencial de integração e sinergismo com outros componentes do microbioma 

vegetal, com notório destaque para as bactérias fixadoras de nitrogênio do grupo dos rizóbios, 

fundamentais para o estabelecimento da simbiose nodular e nutrição nitrogenada (Hungria et 

al., 2015). 

Considerando que cada hospedeiro representa um ecossistema complexo, as interações 

microrganismo-planta exibem grande plasticidade fenotípica, oscilando do mutualismo ao 

antagonismo a depender da biocomunicação química e das condições ambientais (Schulz; 

Boyle, 2005). Consequentemente, a eficiência e a estabilidade dessas interações 

multifuncionais no campo podem variar em função da compatibilidade genética entre as 

linhagens microbianas envolvidas, do genótipo da planta hospedeira, do método de inoculação 

e da competição com a microbiota nativa associada (Moreno, 2022). Desse modo, embora o 

potencial bioprotetor contra pragas seja extensamente documentado (Zheng et al., 2016; Yan 

et al., 2019; Mesquita et al., 2023), ainda são escassos os estudos detalhados focados 

especificamente em sua ação bioestimulante e na sua compatibilidade biológica com 

inoculantes tradicionais em grandes culturas de alto valor econômico, como a soja. Diante disso, 

a bioprospecção de linhagens nativas com dupla aptidão, apresentando elevada virulência 

contra insetos aliada a uma robusta capacidade endofítica e compatibilidade simbiótica, 

consolida-se como um aspecto científico central para viabilizar o desenvolvimento de 

tecnologias integradas voltadas à agricultura sustentável. 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local do experimento 

Os experimentos in vitro foram conduzidos no Laboratório de Controle Microbiano de 

Artrópodes de Importância Veterinária (LCM), localizado na Estação Experimental de 
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Pesquisas Parasitológicas Wilhelm Otto Neitz (EEPPWON) (22°45'54.9" S, 43°41'57.2" W), 

Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinária, Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ, Seropédica, RJ, Brasil). O experimento em casa de vegetação 

foi realizado na Embrapa Agrobiologia (Seropédica, RJ, Brasil). As análises morfológicas do 

sistema radicular das plantas foram realizadas no Laboratório de Química Biológica do Solo 

(LQBS), Departamento de Solos, Instituto de Agronomia (DS/IA) da UFRRJ. 

3.2 Origem dos isolados fúngicos e preparo das suspensões 

 

Dois isolados fúngicos foram usados neste estudo: Metarhizium anisopliae LCM S04 e 

Metarhizium brunneum LCM S11. Os isolados foram obtidos a partir de amostras de solo 

coletadas nos municípios de Seropédica (22°46'03.5" S, 43°40'40.9" W) e Maricá (22°32’28.9’’ 

S, 42°34’31.2’’ W), respectivamente, no estado do Rio de Janeiro, Brasil (Correa et al., 2022). 

M. anisopliae foi identificado de acordo com Mesquita et al. (2020), enquanto M. brunneum 

foi identificado baseado em dados não publicados. Ambos estão depositados na Coleção de 

Culturas de Fungos Entomopatogênicos do Laboratório de Controle Microbiano 

(CCFELCM/UFRRJ) e na Coleção de Culturas de Fungos Filamentosos do Instituto Oswaldo 

Cruz, Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) (CCFF/IOC), Rio de Janeiro, Brasil, sob os números 

de acesso IOC 4694 (LCM S04) e IOC 4702 (LCM S11). A seleção desses isolados 

fundamentou-se em avaliações prévias conduzidas pelo grupo de pesquisa, nas quais foram 

considerados parâmetros como termotolerância e capacidade de produção conidial.  

Os isolados foram cultivados em meio batata-dextrose-ágar (BDA) (39 g L⁻¹, Kasvi, 

Paraná, Brasil), em placas de Petri de polipropileno (90 × 15 mm) e incubados a 25 ± 1 °C e 

umidade relativa (UR) ≥ 80% durante 14 dias. Após o crescimento das colônias, os conídios 

foram raspados das placas de cultivo e suspensos em água estéril contendo 0,01% (v/v) de 

monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween® 80; Vetec Fine Chemicals Ltda, Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil). A suspensão foi homogeneizada e a concentração ajustada a 1 × 10⁷ 

conídios mL⁻¹ utilizando um hemocitômetro. 

A viabilidade fúngica foi determinada por meio do plaqueamento de uma alíquota de 20 

µL da suspensão previamente diluída para 1 × 10⁵ conídios mL⁻¹ em BDA, seguido de 

incubação a 25 ± 1 °C e UR ≥ 80%. Após 24 h, os conídios foram corados com azul de algodão 

e a germinação foi avaliada em microscópio óptico (400×) (ECLIPSE E200; Nikon, Tóquio, 

Japão). Os conídios foram considerados germinados quando os tubos germinativos estavam 
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visíveis. Os isolados fúngicos utilizados nos experimentos apresentaram viabilidade de pelo 

menos 95%. 

3.3 Origem das estirpes bacterianas e cultivo em meio de cultura 

 

Duas estirpes bacterianas foram utilizadas neste estudo: Bradyrhizobium diazoefficiens 

estirpe BR 85 (CPAC 7; SEMIA 5080) e Bradyrhizobium japonicum estirpe BR 86 (CPAC 15; 

SEMIA 5079). As estirpes foram originalmente isoladas em 1985 no município de Planaltina 

(15°36'15.2" S, 47°42'51.7" W), Distrito Federal, Brasil, no bioma Cerrado (Menna & Hungria, 

2006; Siqueira et al., 2014). Ambas estão depositadas no Centro de Recursos Biológicos 

Johanna Döbereiner da Embrapa Agrobiologia (CRB-JD) (Seropédica, RJ, Brasil). As estirpes 

bacterianas foram cultivadas em meio sólido YMA (Yeast Mannitol Agar) suplementado com 

Vermelho Congo (VC) (25 mg L⁻¹) (YMA+VC), conforme descrito por Vincent (1970) (Anexo 

A; Figura 1A e 1B). O isolamento foi realizado por estriamento em placa utilizando o método 

de esgotamento por estrias. As placas de Petri foram incubadas a 30 ± 1 °C por um período de 

12 dias. 

 
Figura 1 - Características morfológicas das estirpes Bradyrhizobium 

diazoefficiens BR 85 (A) e Bradyrhizobium japonicum BR 86 (B) em meio 

YMA+VC. Fonte: Autora (2026). 
 

3.4 Teste de compatibilidade in vitro entre isolados de Metarhizium spp. e estirpes de 

Bradyrhizobium spp.  

A interação entre os isolados fúngicos M. anisopliae LCM S04 e M. brunneum LCM 

S11 e as estirpes bacterianas B. diazoefficiens BR 85 e B. japonicum BR 86 foi avaliada por 

meio da técnica de confronto em cultura pareada em placas de Petri (Mariano, 1993), com 

pequenas adaptações (Fernandes et al., 2021). A compatibilidade foi determinada com base no 

crescimento radial dos fungos.  



32 

 

Colônias bacterianas, previamente cultivadas em meio YMA+VC, foram transferidas 

para placas contendo meio BDA utilizando alça de platina estéril. Primeiro, a bactéria foi 

inoculada desenhando um traçado contínuo sobre a superfície do meio, formando um arranjo 

quadrangular, de modo que o crescimento bacteriano permanecesse a aproximadamente 2 cm 

de distância do ponto central da placa Em seguida, 20 µL da suspensão fúngica foram 

adicionados ao centro. Dessa forma, ambos os microrganismos cresceram simultaneamente, 

permitindo a avaliação da interação entre eles.  

Os tratamentos experimentais consistiram em: (I) LCM S04 (M. anisopliae) (controle); 

(II) LCM S04 + BR 85 (B. diazoefficiens); (III) LCM S04 + BR 86 (B. japonicum); (IV) LCM 

S11 (M. brunneum) (controle); (V) LCM S11 + BR 85; (VI) LCM S11 + BR 86. Placas 

contendo apenas os isolados fúngicos foram utilizadas como controle e mantidas nas mesmas 

condições experimentais. As placas foram incubadas em câmara de crescimento a 28 ± 1 °C e 

UR ≥ 80%, por 20 dias, período estimado para que as colônias fúngicas atingissem a borda das 

placas.  

O crescimento radial foi avaliado aos 4, 7, 11, 13, 15, 18 e 20 dias após a incubação 

(DAI) por meio da mensuração do raio das colônias em dois eixos perpendiculares, utilizando 

uma régua milimetrada. A média das duas medições foi considerada representativa do 

crescimento radial. Para garantir a padronização das avaliações, as placas foram previamente 

identificadas e marcadas nos eixos vertical e horizontal, mantendo-se a mesma direção das 

medições ao longo do experimento. A compatibilidade entre os microrganismos foi 

determinada pela comparação do crescimento fúngico na presença e ausência das estirpes 

bacterianas. 

O experimento foi conduzido em três ensaios independentes, utilizando-se novas 

suspensões conidiais e cultivos bacterianos a cada repetição. Placas que apresentaram sinais de 

contaminação foram descartadas, e registros fotográficos foram realizados em todos os dias de 

avaliação. Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis repetições por 

tratamento, considerando-se cada placa de Petri como uma unidade experimental.  

Os dados foram primeiramente submetidos aos testes de normalidade de distribuição e 

de homocedasticidade de variâncias, aplicando-se os testes de Shapiro-Wilk (p < 0,05) e de 

Bartlett (p < 0,05), respectivamente. Atestados tais pressupostos, aplicou-se a Análise de 

Variância (ANOVA) de dois fatores para a observação dos efeitos isolados e de interação. Em 

seguida, o Teste de Tukey (p < 0,05) foi utilizado para comparar os grupos em cada tempo de 

avaliação e a Análise de Regressão foi empregada para avaliar o comportamento dos grupos ao 

longo dos períodos de tempo estudados. Os modelos Linear ou Quadrático foram aplicados 
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considerando, conjuntamente, a significância estatística e o maior coeficiente de determinação 

(R²). Todas as análises foram realizadas com o auxílio do software Prism GraphPad 10.4. 

3.5 Seleção do lote de sementes de Glycine max 

Para a condução dos experimentos, a Embrapa Agrobiologia disponibilizou três lotes de 

sementes de soja não tratadas quimicamente, correspondentes às cultivares Brasmax Olimpo 

IPRO, BRS 1064 e TMG 7362 IPRO, provenientes de safras anteriores e armazenados sob 

condições controladas em câmara fria. Os lotes foram submetidos ao beneficiamento, incluindo 

a remoção de impurezas físicas e o descarte de sementes danificadas ou deterioradas. 

Antes da utilização nos experimentos, as sementes foram submetidas à desinfestação 

superficial por imersão em álcool 70% por dois minutos, seguida de imersão em solução de 

hipoclorito de sódio a 2% por dois minutos, e posteriormente lavadas oito vezes em água 

destilada estéril (Figura 2). 

 
Figura 2 - Preparo e desinfestação superficial das sementes de soja. (A) Lotes das 

cultivares Brasmax Olimpo IPRO, BRS 1064 e TMG 7362 IPRO após beneficiamento; 

(B) Imersão das sementes nas soluções para desinfestação e (C) Lavagem das sementes 

em água destilada estéril. Fonte: Autora (2026).  

 

A seleção da cultivar empregada nos experimentos foi baseada no desempenho 

fisiológico das sementes, avaliado por meio de teste de germinação. O ensaio foi conduzido 

pelo método “entre papel”, utilizando papel tipo Germitest® como substrato, conforme as 

recomendações estabelecidas nas Regras para Análise de Sementes (RAS) (Brasil, 2009) 

(Figura 3). 
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Figura 3 - Teste de germinação das sementes de soja conduzido em papel Germitest®. (A) 

Distribuição das sementes sobre o substrato; (B) Cobertura das sementes com papel umedecido e (C) 

Montagem dos rolos de papel para incubação. Fonte: Autora (2026). 

 

3.6 Estabelecimento endofítico de Metarhizium spp. em plantas de soja 

Foi conduzido um ensaio piloto em ambiente externo com o objetivo de avaliar o 

estabelecimento endofítico dos isolados fúngicos M. anisopliae LCM S04 e M. brunneum LCM 

S11 em plantas de soja (cultivar Brasmax Olimpo IPRO) cultivadas em vasos contendo o 

condicionador de solo Biomix (Cotia, SP, Brasil) esterilizado. Em cada vaso, foram semeadas 

seis sementes, sendo mantidas duas plantas após o desbaste. Foram utilizados três vasos por 

tratamento, com capacidade individual de 0,725 L. As suspensões conidiais foram preparadas 

nas concentrações de 1,0 × 10⁶ e 1,0 × 10⁷ conídios mL⁻¹, conforme descrito no item 3.2, sendo 

cada concentração aplicada aos vasos correspondentes aos respectivos tratamentos. 

A inoculação foi realizada de forma combinada, envolvendo aplicação no colo da 

plântula e inoculação foliar. A aplicação no colo foi realizada com auxílio de ponteiras estéreis 

de 1000 µL, mediante a deposição de 1 mL da suspensão conidial próxima à base do caule de 

cada planta, aos 17 dias após semeadura (DAS), no estádio fenológico V1. Após sete dias (V2), 

procedeu-se à inoculação foliar por meio do pincelamento das suspensões fúngicas nas faces 

adaxial e abaxial das folhas, utilizando pincéis de cerda (Tigre® 815-12) (Figura 4). 

Após a inoculação foliar, os vasos foram colocados por dois dias consecutivos em 

ambiente coberto, com incidência de luz solar indireta, visando favorecer a manutenção da 

umidade e o estabelecimento do inóculo. Posteriormente, foram transferidos novamente para a 

área externa e mantidos sob condições não controladas, com incidência direta de luz solar, 

chuva e variações de temperatura.  
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Figura 4 - Procedimentos de inoculação das suspensões fúngicas de LCM S04 e LCM S11. (A) 

Inoculação no colo das plântulas; (B) Inoculação por pincelamento na superfície foliar; (C) Vasos com 

soja em área coberta. Fonte: Autora (2026).  

 

As plantas foram coletadas aos 31 DAS. As raízes foram lavadas em água corrente e, 

para o reisolamento fúngico, fragmentos de aproximadamente 0,5 cm de comprimento de raiz, 

caule e folhas foram coletados de três plantas por tratamento, selecionadas aleatoriamente, para 

a confirmação da colonização dos tecidos vegetais pelos isolados M. anisopliae LCM S04 e M. 

brunneum LCM S11 (Figura 5). Plantas não inoculadas, mantidas nas mesmas condições 

experimentais, foram utilizadas como controle negativo. 

Os fragmentos foram esterilizados superficialmente conforme descrito por Parsa et al. 

(2013), imergindo-os em hipoclorito de sódio 0,5% por dois min, seguido de dois min em álcool 

70% e dois min em água destilada estéril (3×). Em seguida, foram dispostos em meio de cultura 

CTC (BDA suplementado com cloranfenicol, tiabendazol e cicloheximida), seletivo para FE. 

As placas de Petri foram acondicionadas a 25°C ± 1°C, UR 80%, sendo avaliadas com 21 dias. 

A presença de Metarhizium spp. nos fragmentos vegetais foi confirmada pela detecção de 

colônias com morfologia característica.   
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Figura 5 - Processamento de amostras e reisolamento fúngico para confirmação de colonização 

endofítica. (A) Plantas de soja coletadas; (B) Corte dos tecidos em fragmentos de folha, raiz e diferentes 

porções do caule (superior, médio inferior e inferior) e (C) Placas de Petri contendo meio de cultura 

CTC utilizadas para o reisolamento. Fonte: Autora (2026). 

 

3.7 Experimento de inoculação em plantas   

 

O experimento em casa de vegetação foi realizado para avaliar a associação da soja (cv. 

Brasmax Olimpo IPRO) com os isolados M. anisopliae LCM S04 e M. brunneum LCM S11, 

em combinação com B. diazoefficiens BR 85 e B. japonicum BR 86. O estudo avaliou os efeitos 

da inoculação sobre o desenvolvimento vegetativo, com avaliações realizadas aos 47 dias pós-

inoculação (DPI), correspondendo ao estádio R1 (início do florescimento). Os estádios de 

desenvolvimento das plantas foram determinados conforme descrito por (Fehr & Caviness, 

1977). A desinfestação superficial das sementes foi realizada por meio de imersão em etanol 

(70%) por 2 min, seguida de hipoclorito de sódio (2%) por dois min e, finalmente, oito lavagens 

sucessivas com água destilada estéril antes da inoculação.  

 

3.7.1 Preparo dos inoculantes bacterianos 

Os inoculantes das estirpes B. diazoefficiens BR 85 e B. japonicum BR 86 foram 

previamente cultivados em meio sólido YMA+VC e, posteriormente, colônias foram 

transferidas para tubos de ensaio contendo 5 mL de meio líquido BP (Anexo B; Scheidt et al., 

2020). Os cultivos foram incubados em agitador orbital (shaker) a 30 ± 1 °C e 150 rpm por 72 

h (Labinfarma Scientific). Após esse período, o conteúdo de cada tubo foi transferido para 

frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 50 mL do mesmo meio, sendo novamente incubado 

sob as mesmas condições por 48 h. Em seguida, uma alíquota de 25 mL de cada cultura foi 
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inoculada em frascos Erlenmeyer de 1000 mL contendo 250 mL de meio BP, mantendo-se a 

temperatura e a agitação por mais 48 h. 

O crescimento bacteriano foi monitorado por leituras de densidade óptica a 600 nm 

(DO₆₀₀), utilizando espectrofotômetro UV-visível (Global Analyzer), sendo os cultivos 

empregados somente após atingirem DO₆₀₀ ≥ 1,0. Em cada etapa de escalonamento, alíquotas 

foram plaqueadas em meio YMA+VC para a verificação da pureza do inóculo. Todo o 

procedimento foi conduzido em cabine de segurança biológica, utilizando materiais 

esterilizados e sob condições assépticas. 

O preparo e a avaliação dos inoculantes líquidos seguiram as recomendações da 

Instrução Normativa SDA/MAPA nº 30, de 12 de novembro de 2010 (Brasil, 2010), que 

estabelece os métodos oficiais para análise de inoculantes quanto à contagem, identificação e 

pureza microbiológica, bem como a concentração mínima de 1,0 × 10⁹ unidades formadoras de 

colônia (UFC) por mililitro de produto para inoculantes contendo bactérias fixadoras de 

nitrogênio simbióticas. 

3.7.2 Quantificação de unidades formadoras de colônia (UFC) de Bradyrhizobium spp. 

Para a determinação da concentração de células viáveis, as amostras de inoculante foram 

inicialmente homogeneizadas vigorosamente e, em seguida, submetidas à diluição seriada em 

solução salina estéril (0,85%). Para isso, 100 µL de cada inoculante foram transferidos para 

microtubos contendo 900 µL do diluente, obtendo-se a diluição 10⁻¹. A partir desta, foram 

preparadas diluições sucessivas até 10⁻⁷, mediante transferências sequenciais de 100 µL entre 

microtubos contendo 900 µL de solução salina, com homogeneização em agitador tipo vortex 

(Genie 2) por aproximadamente 20 s entre cada etapa. 

A quantificação das células viáveis foi realizada pelo método de plaqueamento por 

espalhamento em superfície. Alíquotas de 100 µL das diluições 10⁻⁵, 10⁻⁶ e 10⁻⁷ foram 

plaqueadas em triplicata em placas de Petri contendo meio YMA+VC, sendo o inóculo 

distribuído uniformemente sobre a superfície do meio com auxílio de alça de Drigalski 

previamente esterilizada. Após o espalhamento, as placas foram identificadas, vedadas, 

invertidas e incubadas a 30 ± 1 °C. 

As avaliações foram realizadas após cinco a sete dias de incubação, selecionando-se 

para contagem as placas que apresentaram entre 30 e 300 colônias. Os resultados foram 

expressos em unidades formadoras de colônia por mililitro (UFC mL⁻¹) de inoculante. 

O cálculo da concentração bacteriana foi realizado utilizando a expressão: UFC mL⁻¹ = 

f × N, em que f corresponde ao fator de diluição (recíproca da diluição na placa multiplicada 
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por dez, no caso de inoculação de 0,1 mL) e N representa o número médio de colônias obtido 

nas três placas da diluição selecionada (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Fatores de diluição utilizados para o cálculo da concentração de 

unidades formadoras de colônia (UFC mL⁻¹) do inoculante 

Diluição Fator (f) No de células/g ou mL de inoculante 

10⁻⁵ 10⁶ N × 106 

10⁻⁶ 10⁷ N × 107 

10⁻⁷ 10⁸ N × 108 

3.7.3 Montagem e condução do experimento em casa de vegetação  

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação, sob condições estéreis, no período 

de setembro a novembro de 2025. O delineamento experimental adotado foi o de blocos 

casualizados (DBC), composto por dez tratamentos e sete repetições, totalizando 70 unidades 

experimentais (vasos). Inicialmente, foram semeadas oito sementes por vaso, e aos 10 DAS 

(estádios VE-VC, emergência à expansão dos cotilédones), realizou-se o desbaste onde foram 

mantidas duas plântulas por vaso.  

 No momento da avaliação, ambas as plantas de cada vaso foram analisadas 

individualmente para todas as variáveis mensuradas, resultando em um total de 140 

observações de plantas. No entanto, como o vaso foi considerado a unidade experimental, foi 

realizada a média dos valores obtidos das duas plantas dentro de cada vaso, e esses valores 

médios foram utilizados para todas as análises estatísticas (n = 7 vasos por tratamento).  

Vasos de jardinagem (3 L) foram utilizados como unidades experimentais. Os vasos 

foram previamente lavados e revestidos internamente com sacos plásticos resistentes (30 × 40 

cm), os quais foram desinfestados superficialmente com etanol 70% (v/v). Os vasos foram 

preenchidos com uma mistura esterilizada e homogeneizada de brita e vermiculita (1:1, v:v) 

utilizada como substrato. No centro de cada vaso, foi inserido um tubo de policloreto de vinila 

(PVC) de 20 cm de comprimento, vedado na extremidade superior com uma tampa tipo Falcon, 

utilizado como sistema de irrigação e fertirrigação. Os tratamentos experimentais consistiram 

em: (I) controle (CTR); (II) controle nitrogenado (NIT); (III) BR 85 (B. diazoefficiens); (IV) 

BR 86 (B. japonicum); (V) LCM S04 (M. anisopliae); (VI) LCM S11 (M. brunneum); (VII) 

LCM S04 + BR 85; (VIII) LCM S04 + BR 86; (IX) LCM S11 + BR 85 e (X) LCM S11 + BR 

86. 
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A irrigação foi realizada aplicando-se 60 mL de água estéril a cada três dias, ou 

conforme a necessidade hídrica das plantas, bem como a aplicação da solução nutritiva CRS - 

Centre for Rhizobium Studies (Tabela 2) (Anexo C).  

Tabela 2: Cronograma de adição da solução nutritiva CRS 

Dias +19 +24 +26 +29 +33 +35 +38 +40 

Todos os 

tratamentos 
40 mL 40 mL 40 mL 60 mL 60 mL 60 mL 80 mL 80 mL 

Os dias indicados com sinal de adição (+) referem-se ao número de dias pós-inoculação (DPI). 

 

Para o tratamento NIT, a adubação nitrogenada (NH4NO3, 35% de N; Química Moderna, 

São Paulo, Brasil) foi previamente diluída em água destilada estéril e aplicada em sete parcelas 

de 0,6 g por vaso aos 19, 26, 28, 31, 35, 38 e 42 DPI via tubo de PVC para a distribuição da 

solução. O procedimento experimental foi conduzido conforme metodologia descrita por Yates 

et al. (2016).  

As suspensões fúngicas (107 conídios mL⁻¹) e os inoculantes bacterianos foram 

preparadas conforme descrito nos itens 3.2 e 3.7.1, respectivamente. A inoculação foi realizada 

aplicando-se 1 mL de cultura bacteriana por semente nos tratamentos contendo rizóbio + 1 mL 

de suspensão fúngica nos tratamentos com Metarhizium e 1 mL de solução de Tween 80 

(0,01%) nos tratamentos controle e nitrogenado (Figura 6). Para padronizar o volume entre os 

tratamentos, aqueles que receberam apenas o inóculo individual (bacteriano ou fúngico, bem 

como os controles) receberam adicionalmente 1 mL de Tween 80 (0,01%), resultando em um 

volume final de 2 mL por semente em todos os tratamentos. Considerando que foram semeadas 

8 sementes por unidade experimental, o volume total aplicado correspondeu a 16 mL.  

As sementes foram cobertas com uma fina camada de areia lavada previamente 

esterilizada. As plantas foram irrigadas manualmente a cada dois ou três dias, conforme a 

necessidade, e armadilhas entomológicas foram mantidas no ambiente.  
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Figura 6 - Procedimentos metodológicos em experimento de soja submetida à inoculação de 

Bradyrhizobium spp. e Metarhizium spp. (A) Cultivo líquido das estirpes Bradyrhizobium diazoefficiens 

BR 85 e Bradyrhizobium japonicum BR 86; (B) Suspensões fúngicas de Metarhizium anisopliae LCM 

S04 e Metarhizium brunneum LCM S11; (C) Vasos do experimento revestidos com plástico e 

preenchidos com substrato e (D) Inoculação das suspensões após semeadura. Fonte: Autora (2026). 

 

Aos 47 DPI (estádio R1, início da floração), as plantas foram colhidas e separadas em 

raízes e parte aérea por meio de um corte a aproximadamente 1 cm acima do nível do solo. As 

raízes foram cuidadosamente lavadas com auxílio de uma peneira em água corrente para a 

remoção do substrato aderido e evitar a perda de nódulos. Depois foram preservadas em sacos 

plásticos de 30 × 40 cm contendo uma solução de etanol 50% (v/v) para manter a integridade 

estrutural até a análise morfológica (Figura 7).  

3.7.4 Avaliação de parâmetros vegetais  

 

As seguintes variáveis foram avaliadas: altura de planta (cm), número de ramos (NR) 

e de folhas (NF), massa seca da parte aérea (MSPA; mg planta⁻¹), número de nódulos (NN), 

massa seca de nódulos (MSN; mg planta⁻¹) e massa seca de raízes (MSR; mg planta⁻¹).  

 
Figura 7 - Experimento em casa de vegetação para avaliação do desenvolvimento da cultura da soja. 

(A) Plantas durante a condução do experimento; (B) corte da parte aérea no momento da coleta; (C) 

lavagem das raízes para remoção do substrato e (D) nódulos radiculares sob inoculação consorciada. 

Fonte: Autora (2026). 
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A altura das plantas foi medida da base até a extremidade da última folha verdadeira. 

Os nódulos radiculares foram destacados manualmente e quantificados. A parte aérea, as raízes 

e os nódulos foram acondicionados separadamente em sacos de papel pardo devidamente 

identificados e submetidos à secagem em estufa de ventilação forçada a 60 °C por sete dias. 

Após esse período, o material seco foi pesado para determinação da massa seca. 

Os dados foram primeiramente submetidos aos testes de normalidade dos resíduos e de 

homogeneidade de variâncias, aplicando os testes de Shapiro Wilk (p < 0,05) e de Bartlett (p < 

0,05), respectivamente. As variáveis NR, NN e MSN foram submetidas à transformação log (x 

+ 0,5) para atender às pressuposições da análise de variância. Os dados obtidos foram 

submetidos à análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para a comparação 

das médias, adotando-se nível de significância de 5%. Todas as análises foram realizadas no 

software R (versão 4.2.2; R Core Team, 2024), no ambiente RStudio (versão 2025.05.0; Posit 

Team), utilizando o pacote ExpDes (Ferreira et al., 2014).  

 

3.7.5 Processamento das amostras de raízes 

 

A morfologia do sistema radicular foi avaliada seguindo metodologia previamente 

descrita (Tavares, 2014), com um total de 140 amostras de raízes analisadas. As raízes foram 

dispostas uniformemente em uma fina camada de água em uma bandeja de acrílico transparente 

(30 cm x 20 cm). A digitalização das plantas foi realizada a 600 dpi (dots per inch) utilizando 

um scanner Epson Expression 10000XL equipado com uma unidade de iluminação adicional 

(ALU) (Tavares et al., 2021). As imagens das raízes foram convertidas para o formato em 

escala de cinza de 8 bits para processamento. Cada imagem foi analisada individualmente 

utilizando o software WinRHIZO Arabidopsis 2012b (Régent Instruments, Quebec City, 

Canada Inc.) para a análise das características radiculares e sua quantificação (Arsenault et al., 

1995).  

Foram analisados e quantificados diferentes parâmetros radiculares: número total de 

raízes (NTR), cruzamentos e bifurcações, comprimento radicular (mm), área de superfície 

radicular (mm²), diâmetro radicular (mm) e volume radicular (mm³). Também foi definido e 

medido o número de pontas dentro das classes de raízes mediante classificação quanto ao 

diâmetro, sendo: finas (1,5 < d < 3,0 mm), médias (3,0 < d < 4,5 mm) e grossas (d > 4,5 mm).  

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o 

software Sisvar. Os gráficos foram elaborados pelo software SigmaPlot. 
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3.7.6 Recuperação fúngica e identificação qualitativa de Metarhizium spp. a partir do 

substrato  

Ao final do experimento em casa de vegetação (47 DPI), amostras de substrato foram 

coletadas dos vasos inoculados com Metarhizium para verificar a ocorrência dos fungos. Para 

os tratamentos controle, fertilizado com nitrogênio ou inoculados apenas com Bradyrhizobium, 

amostras foram coletadas aleatoriamente como controles negativos para confirmar a ausência 

de Metarhizium spp. O substrato foi coletado utilizando uma espátula estéril em três pontos 

distintos de cada vaso e homogeneizado para formar uma amostra composta. 

Alíquotas de 0,35 g de cada amostra composta foram transferidas para microtubos de 

1,5 mL contendo 1 mL de água destilada estéril suplementada com Tween 80® a 0,01%. As 

suspensões foram homogeneizadas em agitador do tipo vortex por 1 min. Posteriormente, 

alíquotas de 50 µL da suspensão foram semeadas em meio de cultura seletivo CTC e espalhadas 

uniformemente com o auxílio de uma alça de Drigalski estéril (Figura 8) (Fernandes et al., 

2010).  

 
Figura 8 - Coleta de substrato para confirmação de M. anisopliae e M. brunneum aos 47 DPI. (A) Coleta 

com auxílio de espátula estéril; (B) Amostra identificada e homogeneizada; (C) Pesagem das amostras; 

(D) Agitação da amostra em vortex e (E) Plaqueamento das amostras em placas com meio de cultura 

CTC. Fonte: Autora (2026). 

As placas foram incubadas em câmara de crescimento a 25 ± 1 °C e UR de 80%, com 

avaliações realizadas entre 4 e 14 DAS. A presença de Metarhizium spp. no substrato foi 

confirmada pela detecção de colônias com morfologia característica, demonstrando se os 

inoculantes fúngicos permaneceram recuperáveis ao longo do período experimental.  
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4 RESULTADOS 
 

4.1. Teste de compatibilidade in vitro entre isolados de Metarhizium spp. e estirpes de 

Bradyrhizobium spp.  

As interações in vitro entre os isolados fúngicos LCM S04 (M. anisopliae) e as estirpes 

bacterianas B. diazoefficiens BR 85 e B. japonicum BR 86 não apresentaram inibição durante 

todo o período de incubação avaliado (4–20 dias) (Figura 9). Nas condições experimentais 

avaliadas, o crescimento radial das colônias ocorreu de forma contínua, mesmo na presença das 

bactérias, sem evidências visuais de antagonismo direto. 

 
Figura 9 – Teste de compatibilidade in vitro do isolado LCM S04 (Metarhizium anisopliae) em cultivo 

pareado com as estirpes BR 85 (Bradyrhizobium diazoefficiens) e BR 86 (Bradyrhizobium japonicum) 

ao longo do período de incubação. A linha (A) corresponde ao controle (S04); a linha (B) ao tratamento 

S04 + BR 85; e a linha (C) ao tratamento S04 + BR 86. Fonte: Elaboração própria (2026). 

A análise de regressão evidenciou efeito do tempo sobre o crescimento radial das 

colônias. Verificou-se ajuste quadrático para todos os tratamentos, caracterizado por aumento 

inicial do crescimento seguido de redução na taxa de expansão radial nas avaliações finais 

(Figura 10), quando o crescimento fúngico se aproximou do limite físico da placa, condição 

típica de sistemas fechados, associada à limitação fisiológica e à restrição de espaço e nutrientes 

no meio de cultivo. 

Diferenças significativas entre os tratamentos foram verificadas em todos os tempos de 

avaliação (4, 7, 11, 13, 15, 18 e 20 dias), demonstrando influência positiva das estirpes 

bacterianas sobre o crescimento radial do fungo ao longo do período experimental.  
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Figura 10 – Crescimento radial do isolado LCM S04 (Metarhizium anisopliae) em cultivo pareado com 

as estirpes BR 85 (Bradyrhizobium diazoefficiens) e BR 86 (Bradyrhizobium japonicum), avaliado aos 

4, 7, 11, 13, 15, 18 e 20 DAI. 

O isolado LCM S04, quando em conjunto com ambas as bactérias, teve crescimento 

maior do que o LCM S04 sozinho (Tabela 3). Aos 4 dias, o tratamento S04 + BR 86 apresentou 

maior crescimento radial, enquanto S04 + BR85 apresentou valores intermediários em relação 

ao controle. Já, aos 7 dias, os tratamentos consorciados mantiveram maiores valores de 

crescimento em comparação ao cultivo isolado do fungo, sem diferença estatística entre as 

bactérias. 

A partir do 11º dia, as diferenças entre os tratamentos tornaram-se mais pronunciadas, 

com os consórcios apresentando maiores valores de raio da colônia em relação ao controle, 

padrão que se manteve nas avaliações de 13 e 15 dias. Nas avaliações finais (18 e 20 dias), 

observou-se desaceleração do crescimento em todos os tratamentos, chegando ao limite da 

placa, conforme descrito pelo modelo quadrático ajustado, embora as diferenças estatísticas 

entre os grupos tenham sido mantidas. 

As equações de regressão apresentaram elevado coeficiente de determinação (R² = 0,99) 

para todos os tratamentos, indicando adequado ajuste do modelo quadrático aos dados 

experimentais. 
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Tabela 3 – Média seguida de erro padrão do raio (mm) da colônia do isolado LCM S04 

(Metarhizium anisopliae) cultivado com as estirpes BR 85 (Bradyrhizobium diazoefficiens) 

e BR 86 (Bradyrhizobium japonicum) ao longo do período de incubação. 

 Tempo de Avaliação (dias)   

Tratamentos 4 7 11 13 15 18 20 Equação R2 

LCM S04 

CTR 

10,80 ± 

0,35 b 

16,33 ± 

0,51 b 

23,02 ± 

1,24 c 

26,18 ± 

1,24 c 

29,05 ± 

1,52 c 

35,23 ± 

1,68 c 

34,77 ± 

1,68 b 

y = 2,3514 + 

2,2054x – 

0,0285x2 

0,99 

LCM S04 

+BR86 

12,16 ± 

0,40 a 

18,25 ± 

1,08 a 

28,36 ± 

1,64 a 

32,80 ± 

1,81 a 

35,89 ± 

1,32 a 

38,78 ± 

0,70 a 

39,84 ± 

0,35 a 

y = - 1,7957 

+ 3,5765x – 

0,0737x2 

0,99 

LCM S04 

+BR85 

11,86 ± 

0,32 ab 

18,36 ± 

0,48 a 

27,00 ± 

0,77 b 

30,69 ± 

0,84 b 

34,08 ± 

0,93 b 

37,38 ± 

0,89 b 

39,13 ± 

0,64 a 

y = 0,2048 + 

3,0509x – 

0,0548x2 

0,99 

 Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de avaliação (coluna) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) 
 

De maneira semelhante, não foi observada formação de halo de inibição nas interações 

entre o isolado fúngico LCM S11 e as estirpes bacterianas BR 85 e BR 86 ao longo das 

avaliações (Figura 11). O crescimento radial do fungo manteve-se contínuo nos tratamentos 

consorciados, indicando compatibilidade in vitro entre os isolados fúngicos e as estirpes 

bacterianas. 

 

 

Figura 11 – Teste de compatibilidade in vitro do isolado LCM S11 (Metarhizium brunneum) em cultivo 

pareado com as estirpes BR 85 (Bradyrhizobium diazoefficiens) e BR 86 (Bradyrhizobium japonicum) 

ao longo do período de incubação. A linha (A) corresponde ao controle (S11); a linha (B) ao tratamento 

S11 + BR 85; e a linha (C) ao tratamento S11 + BR 86. Fonte: Elaboração própria (2026).  

Observou-se aumento progressivo do raio das colônias fúngicas em todos os tratamentos 

ao longo das avaliações, caracterizando efeito linear significativo do tempo sobre o crescimento 

radial (Figura 12).  
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Figura 12 – Crescimento radial do isolado LCM S11 (Metarhizium brunneum) em cultivo pareado com 

as estirpes BR 85 (Bradyrhizobium diazoefficiens) e BR 86 (Bradyrhizobium japonicum), avaliado aos 

4, 7, 11, 13, 15, 18 e 20 DAI. 

 

Na comparação do crescimento radial entre os tratamentos dentro de cada tempo de 

avaliação, verificaram-se diferenças significativas em todos os períodos analisados (4, 7, 11, 

13, 15, 18 e 20 dias). Nos dias 7, 11, 13 e 15, o controle (S11 CTR) apresentou maiores valores 

médios de raio, diferindo-se estatisticamente dos tratamentos consorciados com bactérias. 

Os tratamentos S11 + BR85 e S11 + BR86 apresentaram valores inferiores de 

crescimento em relação ao controle ao longo de todo o período experimental. Entre os 

consórcios, observaram-se variações nas médias de crescimento ao longo das avaliações, 

mantendo-se, contudo, o mesmo agrupamento estatístico em cada tempo avaliado. Ainda assim, 

não foi observada inibição de crescimento. 

As equações de regressão ajustadas para todos os tratamentos apresentaram elevado 

coeficiente de determinação (R² = 0,99), confirmando o comportamento linear do crescimento 

radial do isolado LCM S11 ao longo do tempo de incubação (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Média e erro padrão do teste de compatibilidade in vitro do isolado LCM S11 

(Metarhizium brunneum) em confronto com as estirpes BR 85 (Bradyrhizobium 

diazoefficiens) e BR 86 (Bradyrhizobium japonicum) ao longo do período de incubação. 

 Tempo de Avaliação (dias)   

Tratamentos 4 7 11 13 15 18 20 Equação R2 

LCM S11 

CTR 

9,50 ± 

0,42 ab 

15,90 ± 

0,49 a 

23,55 ± 

1,51 a 

28,03 ± 

1,26 a 

30,97 ± 

1,95 a 

35,18 ± 

1,86 a 

37,34 ± 

1,76 a 

y = 3,6184 

+ 1,763x 
0,99 

LCM S11 

+BR86 

9,15 ± 

1,01 b 

15,04 ± 

0,85 b 

20,65 ± 

1,97 c 

25,85 ± 

1,11 b 

29,65 ± 

1,37 b 

34,94 ± 

1,55 a 

37,42 ± 

1,31 a 

y = 2,0343 

+ 1,8007x 
0,99 

LCM S11 

+BR85 

9,88 ± 

2,80 a 

14,80 ± 

1,12 b 

21,31 ± 

1,61 b 

25,20 ± 

1,66 c 

28,84 ± 

1,72 c 

34,03 ± 

1,84 b 

36,40 ± 

1,36 b 

y = 3,0255 

+ 1,6963x 
0,99 

Médias seguidas de mesma letra em cada tempo de avaliação (coluna) não diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05) 

 

4.2 Seleção do lote de sementes 

 

A cultivar de soja escolhida foi a Brasmax Olimpo IPRO por ter apresentado a melhor 

taxa de germinação (88%) dos testes realizados em papel Germitest. Os outros lotes testados 

apresentaram taxas inferiores a 55%, não sendo recomendadas para as etapas posteriores. 

 

4.3 Estabelecimento endofítico de Metarhizium spp. em plantas de soja 

 

A eficiência do processo de desinfestação superficial foi inicialmente confirmada pela 

ausência completa de crescimento de Metarhizium spp. nos tecidos provenientes do grupo 

controle, demonstrando que o protocolo eliminou com sucesso os microrganismos epífitos e 

que não houve contaminação cruzada (Figura 13).  

 
Figura 13 – Fragmentos de raiz (A), caule (B) e folha (C) de plantas de Glycine max do grupo controle, 

não tratado com suspensão fúngica. Os fragmentos foram cultivados em meio de cultura seletivo CTC 

por 21 dias. Fonte: Elaboração própria (2026). 

 

A capacidade de colonização endofítica dos isolados fúngicos foi confirmada por meio 
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do reisolamento a partir de fragmentos de raiz, caule e folha de soja. Ambos os isolados, M. 

anisopliae LCM S04 (Figura 14) e M. brunneum LCM S11 (Figura 15), foram recuperados com 

sucesso em meio seletivo CTC a partir dos tecidos vegetais avaliados nas duas concentrações 

testadas. As colônias fúngicas emergentes dos fragmentos apresentaram características 

morfológicas típicas às das culturas originais. 

Figura 14 – Crescimento de colônias do isolado LCM S04 (Metarhizium anisopliae) obtidas a partir de 

fragmentos de raiz, caule e folha de plantas de Glycine max inoculadas com suspensão fúngica nas 

concentrações 10⁶ (A) e 10⁷ (B). Os fragmentos foram cultivados em meio de cultura seletivo CTC por 

21 dias. Fonte: Elaboração própria (2026). 

 

Figura 15. Crescimento de colônias do isolado LCM S11 (Metarhizium brunneum) obtidas a partir de 

fragmentos de raiz, caule e folha de plantas de Glycine max inoculadas com suspensão fúngica nas 

concentrações 10⁶ (A) e 10⁷ (B). Os fragmentos foram cultivados em meio de cultura seletivo CTC por 

21 dias. Fonte: Elaboração própria (2026). 
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4.4 Experimento em Casa de Vegetação 

 

4.4.1 Crescimento e desenvolvimento da soja 

 

A altura das plantas, o número de folhas, a emissão de ramos e a matéria seca da parte 

aérea foram utilizados como indicadores do vigor geral das plantas e do desenvolvimento 

vegetativo (Figura 16).  

 

Figura 16 - Registro fotográfico das plantas coletadas aos 47 dias após inoculação. Fonte: Autora 

(2026). 

 

Em todas essas variáveis, os tratamentos contendo Bradyrhizobium, isoladamente ou 

em combinação com Metarhizium, geralmente mostraram um desempenho superior em 

comparação com os controles não inoculados e apenas com fungos (Figura 17). 

A altura das plantas foi significativamente maior quando coinoculadas em comparação 

com os tratamentos controle (CTR) e controle com adição de nitrogênio (NIT) (Figura 17B). O 

maior incremento foi encontrado no tratamento BR 85 + LCM S04 (46,96 ± 0,69 cm), diferindo 

significativamente dos demais tratamentos, com exceção de BR 85 (43,75 ± 1,03 cm), BR 86 

+ LCM S04 (43,50 ± 1,01 cm) e BR 85 + LCM S11 (43,86 ± 1,06 cm). As estirpes de 

Bradyrhizobium BR 85 e BR 86 (41,78 ± 0,87 cm), quando aplicadas isoladamente, também 

aumentaram a altura das plantas, demonstrando melhor desempenho do que o CTR (25,85 ± 

1,17 cm) e o NIT (37,43 ± 1,44 cm). No geral, a estirpe BR 85 foi superior à BR 86, tanto 

isoladamente quanto em coinoculação com os fungos. A altura das plantas nos tratamentos 

isolados com os fungos LCM S04 (27,03 ± 0,84 cm) e LCM S11 (26,35 ± 0,61 cm) não diferiu 

do CTR. Além disso, os tratamentos com fungos isolados não apresentaram diferenças entre si 

(p ≤ 0,05). 

A coinoculação BR 85 + LCM S04 exibiu o maior número de folhas (6,93 ± 0,37) 

(Figura 17C), diferindo do tratamento com BR 85 isolado (5,86 ± 0,14) e da coinoculação BR 
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86 + LCM S11 (6,00 ± 0,19). A presença de Bradyrhizobium spp., isoladamente ou em 

coinoculação, duplicou o número de folhas em comparação ao CTR (3,29 ± 0,10) e aos 

tratamentos com LCM S04 (3,21 ± 0,10) e LCM S11 (3,57 ± 0,17). Ambos os isolados LCM 

S04 e LCM S11 não diferiram quando comparados ao CTR. Além disso, os tratamentos 

bacterianos isolados não diferiram dos tratamentos coinoculados. 

A emissão de ramos foi significativamente influenciada pela presença de fontes de 

nitrogênio (Figura 17E). Os tratamentos envolvendo coinoculação, aplicação única de 

Bradyrhizobium ou NIT superaram o CTR (0,00) e os grupos com Metarhizium isolado (ambos 

0,00). O consórcio BR 85 + LCM S04 (2,86 ± 0,54) resultou no número de ramos 

numericamente superior, embora tenha permanecido estatisticamente equivalente aos demais 

tratamentos baseados em rizóbio. 

Para a matéria seca da parte aérea das plantas, o tratamento NIT (1,76 ± 0,04 g) 

apresentou o maior acúmulo de massa seca, sendo estatisticamente equivalente à coinoculação 

de BR 85 + LCM S04 (1,74 ± 0,12 g) (Figura 17D). O CTR (0,64 ± 0,04 g) e os tratamentos 

com fungos isolados apresentaram médias abaixo de 0,65 g, o que representa um incremento 

superior a 150% nos tratamentos destacados. A estirpe BR 85 (1,55 ± 0,06 g) não diferiu da BR 

86 (1,28 ± 0,04 g). Ambos os isolados LCM S04 (0,63 ± 0,03 g) e LCM S11 (0,61 ± 0,03 g) 

isolados não diferiram do CTR. 

O número de nódulos foi significativamente influenciado pelos tratamentos de 

inoculação (Figura 17F). Como esperado, a nodulação esteve ausente no CTR, NIT e nos 

isolados de Metarhizium (LCM S04 e LCM S11). Entre os grupos inoculados, a coinoculação 

BR 85 + LCM S04 (50,71 ± 3,46) atingiu a maior média, sendo estatisticamente superior a 

todos os outros tratamentos. Os consórcios envolvendo a estirpe BR 85 geralmente superaram 

aqueles com a BR 86, os quais formaram um grupo estatístico distinto com menores contagens 

de nódulos. Esses resultados indicam que a coinoculação com isolados de Metarhizium não 

inibiu a formação de nódulos, enquanto combinações específicas, como BR 85 + LCM S04, 

aumentaram significativamente esse parâmetro. 

A matéria seca dos nódulos seguiu tendência semelhante à contagem de nódulos, com 

clara distinção entre as duas estirpes bacterianas (p ≤ 0,05) (Figura 17G). Os tratamentos CTR, 

NIT e Metarhizium isolado não produziram massa de nódulos. Entre os tratamentos inoculados, 

aqueles contendo BR 85 apresentaram os melhores resultados, com a inoculação simples de BR 

85 e o consórcio BR 85 + LCM S04 atingindo os maiores valores (ambos 0,10 g). Os 

tratamentos envolvendo BR 86 exibiram acúmulo de massa significativamente menor, variando 

de 0,07 a 0,09 g. Esses dados sugerem que, embora todas as estirpes de rizóbio tenham sido 
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compatíveis com os fungos, a BR 85 foi mais eficiente em promover a biomassa nodular total. 

Na matéria seca radicular, o tratamento BR 85 + LCM S04 (0,37 ± 0,02 g) obteve o 

maior acúmulo, seguido por BR 85 isolado (0,34 ± 0,02 g), coinoculação BR 86 + LCM S04 

(0,34 ± 0,01 g) e NIT (0,33 ± 0,01 g) (Figura 17H). Os tratamentos CTR, LCM S04 e LCM 

S11 apresentaram os menores valores, com médias em torno de 0,22 g a 0,24 g. 
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Figura 17. Média e erro padrão das variáveis agronômicas e de nodulação de plantas de soja (Glycine 

max) submetidas aos seguintes tratamentos: controle (CTR), controle nitrogenado (NIT); BR 85 

(Bradyrhizobium diazoefficiens), BR 86 (Bradyrhizobium japonicum), S04 (Metarhizium anisopliae), 

S11 (Metarhizium brunneum) e coinoculações (BR 85 + S04, BR 86 + S04, BR 85 + S11 e BR 86 + 

S11). (A) Imagem representativa de uma planta de soja no momento da colheita, mostrando detalhes do 

início do florescimento aos 47 dias após a inoculação (DPI); (B) Altura (cm planta⁻¹); (C) Número de 

folhas (planta⁻¹); (D) Massa seca da parte aérea (g planta⁻¹); (E) Número de ramificações (planta⁻¹); (F) 
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Número de nódulos (planta⁻¹); (G) Massa seca dos nódulos (g planta⁻¹); e (H) Massa seca de raízes (g 

planta⁻¹). Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey 

a 5% de probabilidade (p < 0,05), n=7. 

 

4.4.2 Processamento das amostras de raízes 

 

O comprimento radicular das plantas foi maior nos tratamentos contendo 

Bradyrhizobium, com destaque para a coinoculação BR 86 + LCM S04 (27097,4 mm), que 

apresentou os maiores valores e diferiu estatisticamente da estirpe BR 86 (20485,5 mm) 

inoculada isoladamente (Figura 18A). As demais coinoculações não diferiram entre si, mas as 

combinações BR 85 + LCM S04 (21954,1 mm), BR 86 + LCM S11 (21062,7 mm) e BR 86 + 

LCM S04 (27097,4 mm) apresentaram valores significativamente superiores em comparação 

ao CTR (15453,3 mm) e aos tratamentos que receberam apenas inoculação fúngica. Por outro 

lado, o tratamento NIT (16968,1 mm) não apresentou diferença estatística em relação ao 

controle e aos tratamentos inoculados exclusivamente com os isolados fúngicos LCM S04 

(15745,7 mm) e LCM S11 (16040,1 mm). 

Em relação à área superficial radicular, observou-se um padrão semelhante ao 

verificado para o comprimento radicular. O tratamento BR 86 + LCM S04 (30473,5 mm²) 

apresentou os maiores valores, diferindo estatisticamente do CTR (19605,4 mm²) e dos 

tratamentos que receberam apenas inoculação fúngica. Além disso, esse tratamento também 

apresentou diferença significativa em comparação à BR 86 inoculada isoladamente (23868,7 

mm²) (Figura 18B). 

O maior diâmetro radicular foi observado no tratamento NIT (4,67 mm raiz⁻¹ planta⁻¹), 

o qual apresentou diferença estatística significativa em relação aos demais (Figura 18C). 

Também foi observado que o tratamento com o isolado fúngico LCM S04 (3,98 mm raiz⁻¹ 

planta⁻¹) apresentou diferença significativa quando comparado à coinoculação BR 86 + LCM 

S04 (3,57 mm raiz⁻¹ planta⁻¹). No geral, os tratamentos coinoculados, bem como as estirpes de 

Bradyrhizobium e os isolados fúngicos inoculados individualmente, apresentaram menor 

diâmetro radicular quando comparados ao tratamento NIT. 

Quanto ao volume radicular, os tratamentos NIT (2927,4 mm³) e BR 86 + LCM S04 

(2735,3 mm³) apresentaram as maiores médias, indicando que tanto a disponibilidade de 

nitrogênio quanto a coinoculação podem favorecer o aumento da biomassa radicular (Figura 

18D). No entanto, as coinoculações não diferiram estatisticamente das inoculações com as 

estirpes bacterianas isoladas, embora tenham apresentado valores superiores ao controle e aos 

tratamentos com fungos aplicados individualmente. Destaca-se também que a coinoculação BR 



54 

 

86 + LCM S04 apresentou diferença significativa em relação ao tratamento com LCM S04 

isolado (1946,8 mm³), mas não diferiu estatisticamente da BR 86 (2220,6 mm³) inoculada 

isoladamente, apesar de possuir uma média numericamente superior. 

Em relação ao NTR, a coinoculação BR 86 + LCM S04 (3737,7) atingiu a maior 

média, diferindo significativamente de todos os outros tratamentos, incluindo a inoculação 

simples de BR 86 (2698,5) (Figura 18E). A estirpe BR 85 (3202,4), quando aplicada 

individualmente, superou a BR 86 (2698,5) e o tratamento NIT (1905,7), com ambos os 

tratamentos com rizóbio mostrando divergências significativas em relação ao NIT. Em 

contrapartida, o CTR (1650,8) e os monocultivos fúngicos LCM S04 (1699,2) e LCM S11 

(1773,6) exibiram os menores valores de NTR. 

No que diz respeito às bifurcações, observou-se um maior número nos tratamentos 

contendo Bradyrhizobium, especialmente BR 86 + LCM S04 (15113,5), que apresentou 

diferença significativa em comparação ao CTR (7136,7), NIT (8531,5) e aos tratamentos com 

fungos inoculados isoladamente (Figura 18F). Estes últimos não diferiram estatisticamente 

entre si. Entre as coinoculações, aquelas que envolveram o LCM S04 apresentaram médias 

superiores às coinoculações com LCM S11, independentemente da estirpe bacteriana associada. 

Os cruzamentos também foram maiores na coinoculação BR 86 + LCM S04 (2504,6). 

Esse resultado diferiu estatisticamente das coinoculações com o isolado fúngico LCM S11 e do 

tratamento NIT (898,4) (Figura 18G). Os tratamentos contendo apenas os isolados fúngicos 

aplicados não diferiram entre si nem do NIT. Entre as coinoculações, apenas BR 85 + LCM 

S11 (1203,0) apresentou desempenho inferior ao observado para a inoculação isolada da estirpe 

bacteriana correspondente. 

Quanto ao número de raízes finas, o tratamento BR 86 + LCM S04 (2867,4) apresentou 

os maiores valores médios, diferindo estatisticamente de todos os demais tratamentos, incluindo 

as inoculações isoladas das estirpes BR 85 (2200,7) e BR 86 (2013,2) (Figura 18H). As estirpes 

bacterianas, quando inoculadas isoladamente, não diferiram entre si, mas apresentaram valores 

superiores aos observados no CTR (1107,9), NIT (732,6) e nos tratamentos inoculados apenas 

com as suspensões fúngicas. Além disso, o tratamento com BR 85 apresentou média superior à 

observada em sua coinoculação com o isolado LCM S11 (1329,1). 

O número de raízes médias apresentou valores mais elevados nos tratamentos 

contendo Bradyrhizobium, com destaque para as coinoculações BR 85 + LCM S11 (994,0) e 

BR 85 + LCM S04 (930,3) (Figura 18I). O tratamento NIT (782,4) não diferiu estatisticamente 

das estirpes inoculadas isoladamente nem das coinoculações com os isolados fúngicos. Em 
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relação ao número de raízes grossas, o tratamento NIT (390,6) apresentou valor médio 

significativamente superior aos demais tratamentos (Figura 18J). 

Os dados indicam que a presença de Bradyrhizobium spp. foi o principal fator 

responsável pelo incremento nos parâmetros radiculares avaliados. No entanto, a coinoculação 

com M. anisopliae (LCM S04), especialmente no tratamento BR 86 + LCM S04, potencializou 

diversos aspectos da arquitetura radicular, incluindo o comprimento, a área superficial, o 

número de bifurcações e de raízes finas. 
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Figure 18. Média e erro padrão dos parâmetros radiculares em plantas de soja (Glycine max) submetidas 

aos seguintes tratamentos: controle (CTR), controle nitrogenado (NIT); BR 85 (Bradyrhizobium 

diazoefficiens), BR 86 (Bradyrhizobium japonicum), S04 (Metarhizium anisopliae), S11 (Metarhizium 

brunneum) e coinoculações (BR 85 + S04, BR 86 + S04, BR 85 + S11 e BR 86 + S11) aos 47 dias após 

semeadura. (A) Comprimento radicular (mm planta-1); (B) área da superfície radicular (mm² planta-1); 

(C) diâmetro radicular (mm raiz-1 planta-1); (D) volume radicular (mm³ planta-1); (E) número total de 
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raízes (planta-1); (F) bifurcações (planta-1); (G) cruzamentos (número planta-1); (H) número de raízes 

finas (número planta-1); (I) número de raízes médias (número planta-1); e (J) número de raízes grossas 

(número planta-1). Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade (p < 0.05), n=7. 

 

As imagens das raízes demonstram o efeito da inoculação dos diferentes tratamentos 

sobre o crescimento radicular (Figura 19). 

 
Figura 19. Imagens do sistema radicular de plantas de soja (47 dias após semeadura) obtidas por meio 

de scanner WinRhizo, sob diferentes tratamentos: (A) controle (sem inoculação), (B) nitrogenado, (C) 

BR 85 (Bradyrhizobium diazoefficiens), (D) BR 86 (Bradyrhizobium japonicum), (E) LCM S04 

(Metarhizium anisopliae), (F) LCM S11 (Metarhizium brunneum), (G) BR 85 + LCM S04, (h) BR 85 

+ LCM S11, (I) BR 86 + LCM S04 e (J) BR 86 + LCM S11. 

 

4.4.3 Detecção qualitativa de Metarhizium spp. no substrato  

A abordagem de detecção qualitativa foi delineada para confirmar se os isolados 

fúngicos permaneceram viáveis no substrato ao longo do período experimental. Os tratamentos 

controle (CTR e NIT) e os tratamentos contendo apenas rizóbio serviram como controles 

negativos, permitindo a diferenciação entre contaminações de ocorrência natural e a 

persistência dos fungos inoculados. Colônias típicas de Metarhizium não foram detectadas em 

nenhum tratamento controle (CTR, NIT e inoculados apenas com rizóbios), confirmando a 

ausência de contaminação cruzada, ao passo que colônias apresentando características 

morfológicas típicas, tais como a coloração conidial esverdeada e o padrão de crescimento 

foram consistentemente recuperadas a partir de amostras de substrato coletadas dos grupos 

inoculados com Metarhizium (Figura 20).  
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Observou-se a presença de colônias de coloração branca e arroxeada em todos os 

tratamentos, sendo estas características da microbiota endógena do substrato utilizado.  

 
Figura 20. Recuperação qualitativa de Metarhizium spp. a partir de amostras de substrato coletadas dos 

vasos aos 47 dias pós-inoculação (DPI). Placas representativas dos dez tratamentos: (A) controle (CTR); 

(B) fertilizado com nitrogênio (NIT); (C) Bradyrhizobium diazoefficiens (BR 85); (D) Bradyrhizobium 

japonicum (BR 86); (E) Metarhizium anisopliae (LCM S04); (F) BR 85 + LCM S04; (G) BR 86 + LCM 

S04; (H) Metarhizium brunneum (LCM S11); (I) BR 85 + LCM S11; e (J) BR 86 + LCM S11. Fonte: 

Elaboração própria (2026). 

 

5 DISCUSSÃO 

A utilização de microrganismos multifuncionais é uma estratégia inovadora para a 

intensificação sustentável de sistemas agrícolas. Nesse contexto, as funções ecológicas de 

Metarhizium spp. têm sido redefinidas além do controle biológico de insetos, destacando sua 

competência como promotores de crescimento vegetal e endófitos (Vega et al., 2012; Behie; 

Bidochka, 2014; Hu e Bidochka 2025). Paralelamente, o uso de Bradyrhizobium spp. 

permanece consolidado devido à sua eficiência na fixação biológica de nitrogênio e na 

promoção do desenvolvimento de leguminosas (Hungria e Mendes, 2015). 

Considerando que a integração bem-sucedida desses microrganismos requer a 

ausência de antagonismo, este estudo avaliou a compatibilidade entre Bradyrhizobium e 

Metarhizium tanto in vitro quanto in planta. A coinoculação é uma abordagem promissora para 

integrar funções complementares no sistema solo-planta, proporcionando um possível 

sinergismo entre os microrganismos. Mataranyika et al. (2022) apontam que os rizóbios 

geralmente coexistem com diversos microrganismos do solo e nodulam raízes eficientemente. 

No entanto, a transição dos ensaios in vitro para a validação in planta é fundamental para 

confirmar essas interações funcionais.  
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Neste estudo, o isolado LCM S04 (M. anisopliae) demonstrou compatibilidade in vitro 

com ambas as estirpes de Bradyrhizobium, com destaque para a interação com a BR 86 (B. 

japonicum), que promoveu maior aumento no crescimento radial fúngico em cultivo duplo 

comparado ao fungo isolado durante toda a avaliação (Figura 10). Este estímulo ao 

desenvolvimento fúngico, observado predominantemente nos intervalos intermediários de 

avaliação, indica a ausência de antagonismo e sugere uma possível cooperação metabólica, 

fator determinante para a estabilidade de formulações consorciadas (Frey-Klett et al., 2011; 

Bashan et al., 2014). Em contraste, o isolado LCM S11 (M. brunneum) exibiu maior taxa de 

crescimento radial em monocultivo (Figura 12). Em ambas as estirpes fúngicas, notou-se a 

ausência de zonas de inibição ou sinais de exclusão competitiva, sugerindo que a redução do 

crescimento radial na presença das bactérias não decorre de antagonismo direto, mas 

possivelmente de uma dinâmica distinta na partilha de recursos ou na sinalização bioquímica 

entre os isolados.  

Iberia et al. (2026) reforçam que as triagens laboratoriais fornecem insights confiáveis 

e importantes, mas são apenas etapas iniciais, ao passo que experimentos em casa de vegetação 

são indispensáveis para estabelecer a estabilidade simbiótica. Esses autores observaram 

variados níveis de inibição in vitro de isolados de Metarhizium obtidos de insetos-praga do 

Uruguai sobre duas linhagens comerciais de B. elkanii (U1301 e U1302). Embora a maioria 

desses isolados tenha apresentado efeitos inibitórios em laboratório, especialmente aqueles 

pertencentes à espécie M. lepidiotae, os ensaios de tratamento de sementes não demonstraram 

prejuízos à nodulação ou à biomassa da parte aérea.  

Quanto às vias de inoculação, embora métodos como a imersão de sementes, a rega 

do solo (drench) e a pulverização foliar estejam documentadas para fungos entomopatogênicos 

como Beauveria spp., Trichoderma spp. e Metarhizium spp. (Stahlhut et al, 2024), optou-se 

pelo uso de culturas puras a fim de evitar interferências de formulações. Essa abordagem 

também aproveita o nicho ecológico das espécies de Metarhizium como associados rizosféricos 

eficazes (Islam et al., 2024). Naturalmente, espécies como Metarhizium robertsii liberam 

conídios que aderem ao solo e aos tecidos radiculares, germinando sob condições favoráveis 

para colonizar a zona radicular e aumentar a densidade de pelos radiculares por meio de 

associações endofíticas benéficas (Mesquita et al., 2020). Portanto, a aplicação direta na 

semente garante uma sincronização espacial imediata dentro da espermosfera, estabelecendo 

um escudo protetor precoce e otimizando as interações radiculares.  

No presente estudo, ambos os resultados in vitro e in planta demonstraram 

compatibilidade, validados pela ausência de halos de inibição em meio de cultura e nodulação 
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presente em G. max após coinoculação. Contudo, apesar do isolado LCM S04 ter tido aumento 

de crescimento em meio de cultura quando em conjunto com a estirpe BR 86, as plantas 

coinoculadas com os mesmos microrganismos não implicaram nos maiores ganhos para G. 

max, sendo estes atribuídos a presença da bactéria. Dessa forma, entende-se que, apesar do 

crescimento do isolado LCM S04 não ter sido afetado (o que também é confirmado pelo 

reisolamento fúngico do substrato), é possível que o tempo de interação fungo-planta e /ou a 

concentração de fungo utilizados não tenham sido suficientes para a promoção de benefícios 

para a planta.  

A compreensão dos impactos da introdução de fungos entomopatogênicos no 

microbioma rizosférico é fundamental para a consolidação de bioprodutos à base de 

Metarhizium spp. no manejo agrícola. Barelli et al. (2020) observaram, via sequenciamento e 

qPCR, que a aplicação de M. robertsii modulou positivamente a abundância de táxons 

promotores de crescimento vegetal, com destaque para Bradyrhizobium spp., corroborando os 

achados de Behie et al. (2017), que indicam que Metarhizium pode interagir com bactérias 

rizosféricas, contribuindo para a estruturação da comunidade microbiana e favorecendo 

microrganismos benéficos. Diferente das observações indiretas da literatura, este estudo 

transpôs essa interação para um consórcio biotecnológico direcionado, visando o sinergismo 

funcional.  

A colheita das plantas foi estrategicamente realizada aos 47 DPI (estádio R1) para 

permitir tempo suficiente para o estabelecimento fúngico, capturando simultaneamente o pico 

da nodulação. Mesmo sob condições de campo, a formação inicial de nódulos ocorre logo após 

a emergência, e a nodulação se intensifica continuamente até o florescimento ou a formação de 

vagens (Barelli et al., 2020). Nossos resultados demonstraram que a coinoculação em G. max 

preservou a integridade da simbiose rizóbio-leguminosa, conforme evidenciado pela 

estabilidade da nodulação (Figura 17F-G). 

Em termos de desenvolvimento vegetativo, o consórcio BR 85 + LCM S04 promoveu 

ganhos em variáveis como altura e massa seca da parte aérea (Figura 17B-D), enquanto a 

interação BR 86 + LCM S04 apresentou desempenho superior em parâmetros radiculares, 

incrementando a complexidade da arquitetura radicular, como o número total de raízes (Figura 

18E) e bifurcações (Figura 18F). Essa reestruturação morfológica corrobora os achados de 

Ferreira e Musumeci (2021), indicando que fungos endofíticos podem otimizar a interface solo-

planta ao ampliar a superfície absortiva de água e nutrientes.  

Notadamente, a eficácia desses tratamentos in planta converge com os ensaios in vitro, 

nos quais o isolado LCM S04 exibiu maior compatibilidade e crescimento radial em cultivo 



61 

 

duplo com o rizóbio quando comparado ao LCM S11. Essa correlação entre as etapas 

experimentais sugere que as interações positivas observadas em condições controladas são 

transponíveis para o sistema solo-planta, traduzindo-se em maior vigor vegetativo e eficiência 

de absorção. 

Quanto à capacidade de colonização endofítica dos isolados LCM S04 e LCM S11, os 

resultados sugerem que a eficiência do estabelecimento fúngico pode ser modulada pela 

interação entre o método de inoculação e as propriedades físico-químicas do ambiente 

radicular. No presente estudo, no ensaio piloto, a combinação de inoculação da suspensão 

fúngica via colo da plântula e pincelamento foliar em condicionador de solo resultou em boa 

frequência de reisolamento dos fragmentos vegetais (Figuras 14-15). Estudos evidenciam que 

a colonização é favorecida por abordagens que ampliam o contato do inóculo com múltiplas 

superfícies vegetais, facilitando a entrada via estômatos, ferimentos ou tecidos meristemáticos 

através de mecanismos de adesão e produção de enzimas hidrolíticas, além da compatibilidade 

com o hospedeiro (Sasan; Bidochka, 2012; Barelli et al., 2016; Canassa et al., 2020).  

A natureza do substrato pode desempenhar um papel determinante na manutenção do 

inóculo. Utilizou-se um substrato pasteurizado e inerte (brita e vermiculita) em vasos de 

drenagem livre para evitar a interferência da microbiota nativa, acomodando ao mesmo tempo 

diversos tamanhos de sementes de leguminosas (Hao et al. 2021).  

No presente estudo, amostras de substrato foram coletadas ao final do experimento 

(47 DPI, estádio R1) e, embora as amostras tenham sido armazenadas sob refrigeração por mais 

de um mês, colônias viáveis de Metarhizium foram recuperadas em todos os grupos tratados, 

enquanto os controles negativos (CTR, NIT e inoculados apenas com rizóbios) confirmaram a 

ausência de contaminação cruzada (Figura 20). O estabelecimento e a manutenção desses 

isolados na rizosfera são pré-requisitos essenciais para compreender as interações planta-fungo 

e as respostas de crescimento vegetal. Essa persistência sugere uma competência ambiental do 

gênero Metarhizium, em consonância com estudos que já demonstraram a viabilidade do 

isolado M. anisopliae LCM S04 por até cinco meses em vasos sob condições de semicampo 

(Mesquita et al., 2020) e por até um ano em solos cultivados com morangueiro (Castro et al., 

2016). Portanto, nossos resultados demonstram que ambos os isolados permaneceram viáveis 

ao longo de estádios críticos da soja, validando sua estabilidade temporal no sistema rizosférico. 

A FBN é o pilar de uma produção de soja sustentável e de baixo custo. A integração 

desse sistema simbiótico com FE de potencial multifuncional representa uma estratégia 

poderosa para a agricultura moderna. Como o sucesso de tais consórcios microbianos depende 

inteiramente da compatibilidade, ao unir ensaios in vitro com a validação in planta, este estudo 
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amplia a compreensão sobre o uso integrado desses microrganismos, otimizando o possível 

desenvolvimento de bioprodutos robustos para o manejo sustentável de culturas agrícolas.  

 

6 CONCLUSÕES 

 

Este estudo demonstrou a compatibilidade in vitro e a viabilidade da coinoculação 

entre os isolados fúngicos Metarhizium anisopliae LCM S04 ou M. brunneum LCM S11 e as 

estirpes de Bradyrhizobium (BR 85 e BR 86) na cultura da soja. Nos ensaios laboratoriais, o 

isolado LCM S04 destacou-se pelo maior crescimento radial quando cocultivado com ambas 

as bactérias.  

Em casa de vegetação, os consórcios fúngico-bacterianos preservaram a simbiose 

rizóbio-leguminosa, sem prejuízos à nodulação. Os tratamentos contendo Bradyrhizobium, 

isoladamente ou combinados com Metarhizium, geralmente mostraram um desempenho 

superior em comparação com os controles não inoculados e apenas com fungos, com ênfase 

para os consórcios estabelecidos com o isolado LCM S04.  

Adicionalmente, o estudo confirma o comportamento endofítico dos isolados de 

Metarhizium em soja, bem como sua persistência rizosférica ao final do experimento (47 DPI). 

Esses resultados validam o potencial biotecnológico dessas interações tripartites (planta-fungo-

bactéria) para a agricultura tropical e sustentam o direcionamento de investigações futuras sobre 

a indução de resistência sistêmica e o controle biológico de pragas mediado pelo endofitismo.  
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8 ANEXOS 

 

ANEXO A – FORMULÁRIO DE PREPARO DE MEIO DE CULTURA – YMA+VC 

 

 

Reagente / Solução Quantidade para 1 L 

Manitol 10 g 

Solução de K2HPO4 10% 1 mL 

Solução de KH2PO4 10% 4 mL 

Solução de MgSO4.7H2O 10% 2 mL 

Solução de NaCl 10% 1 mL 

Solução vermelho congo 0,25% 10 mL 

Extrato de levedura 0,4 g 

Água destilada q.s.p. 1000 mL  

Ágar bacteriológico 15 g 

pH 6,8 – 7,0 
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ANEXO B – FORMULÁRIO DE PREPARO DE MEIO DE CULTURA – BP 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reagente / Solução Quantidade para 1 L 

Glicerol 5 mL 

K2HPO4 0,5 g 

MgSO4.7H2O 0,5 g 

Extrato de levedura 2 g 

Água destilada q.s.p. 1000 mL  

pH 6,8 - 7,0 
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ANEXO C – SOLUÇÃO NUTRITIVA PARA CRESCIMENTO DE PLANTAS - CRS 

 

A vantagem desta solução é que fornece cálcio adequado com baixo teor de cloreto e 

ferro quelatado. Preparar cinco soluções-estoque, sendo a quinta para os oligoelementos e a 

sexta para o cálcio.  

 

Reagentes Quantidade (g/L) 

1 MgSO4.7H2O  12.3 

2 KH2PO4 6.8 

3 K2SO4 17.5 

4 Fe-EDTA 2.5 

5 Solução de Elementos Traço (Guardar a 4ºC) 

H3BO3 0.464 

Na2 MoO4 .2H2O  0.018 

ZnSO4 .7H2O 0.539 

MnSO4 .4H2O / MnSO4.H2O   0.042 / 0,032 

CoSO4 .7H2O / CoCl2 .6H2O 0.141 / 0,119 

CuSO4 .5H2O 0.125 

6 CaSO4 solução agitada / CaSO42 H2O 2.04 / 2,57 

 

 
Procedimento 

 

1- Combinar partes iguais das soluções-estoque (1-4) para obter um concentrado de nutrientes 

de 200 mL em garrafa de vidro de 2 L com tampa de rosca. 

 

2- Adicionar 0,5 mL de solução de elementos traço (5) e completar o volume até 1600 mL 

com água deionizada, depois autoclavar. 

 

3- Depois de arrefecer, adicionar 400 mL de solução de CaSO4 autoclavada e bem agitada (6), 

para perfazer um volume final de 2 L (isto limita a precipitação do Ca e fornece Ca 

adequado sem o cloreto de sal). 


