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RESUMO

A agricultura desempenha um papel fundamental na economia brasileira,
contribuindo com 24,4% do Produto Interno Bruto (PIB) em 2022. Entretanto, € um
setor que tem utilizado, cada vez, agrotoxicos causando uma série de impactos
negativos, tanto para o meio ambiente quanto para a saude humana. Conforme o
Instituto Nacional do Céancer (INCA) sao produtos quimicos que tém como fungao
proteger as culturas contra pragas, doengas e plantas daninhas e indiretamente
criando condicbes favoraveis para o desenvolvimento da planta. Mediante a isto, o
presente trabalho teve como objetivo explorar o potencial biotecnologico de
microrganismos associados a planta carnivora Dionaea muscipula, com foco no
desenvolvimento de alternativas sustentaveis e com agao antifungica, para o
controle do patégeno Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo-branco. Por meio
de uma metodologia hipotética-dedutiva, foram realizados extratos de quatros partes
distintas da Dionaea muscipula (planta completa, folhas, raizes e vénus) Esses
extratos passaram por processos de diluicdo seriada e foram inoculados em
diferentes meios de cultura, visando a caracterizacdo do perfil da microbiota normal
da planta. A analise microbiana revelou a presenca de espécies promissoras para o
controle da doenga agricola, confirmando a hip6tese de que os microrganismos
isolados da planta possuem uma agéo inibitéria. Entre os resultados, destacou-se o
fungo M3, que apresentou esporulacdo abundante e rapido crescimento,
caracteristicas que reforcam o potencial dos produtos biolégicos como alternativa
sustentavel e eficiente no manejo de doengas de plantas como uma alternativa
sustentavel.

Palavras-chave: Dionaea muscipula; Sclerotinia sclerotiorum; Biocontrole.



ABSTRACT

Agriculture plays a fundamental role in the Brazilian economy, contributing 24.4% to
the Gross Domestic Product (GDP) in 2022. However, it is a sector that increasingly
relies on pesticides, causing a series of negative impacts on both the environment
and human health. According to the National Cancer Institute (INCA), pesticides are
chemicals designed to protect crops from pests, diseases, and weeds, indirectly
creating favorable conditions for plant development. In light of this, the aim of the
present study was to explore the biotechnological potential of microorganisms
associated with the carnivorous plant Dionaea muscipula, focusing on the
development of sustainable alternatives with antifungal action for the control of the
pathogen Sclerotinia sclerotiorum, which causes white mold. Through a
hypothetico-deductive methodology, extracts were made from four distinct parts of
Dionaea muscipula (whole plant, leaves, roots, and Venus flytrap). These extracts
underwent serial dilution processes and were inoculated into different culture media
to characterize the plant's normal microbiota profile. Microbial analysis revealed the
presence of promising species for controlling agricultural diseases, confirming the
hypothesis that microorganisms isolated from the plant have inhibitory action. Among
the results, the fungus M3 stood out, showing abundant sporulation and rapid growth,
characteristics that highlight the potential of biological products as a sustainable and
efficient alternative in managing plant diseases as a sustainable option.

Keywords: Dionaea muscipula; Sclerotinia sclerotiorum; Biocontrol.
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1. INTRODUGAO

A agricultura € caracterizada por ser uma das atividades com maior
expressao econdmica no Brasil, contribuindo para 24,4 % do Produto Interno Bruto
(PIB) do pais. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no
ano de 2022 o PIB chegou a R$9,9 trilhdes, no qual a agricultura cooperou com
R$1.791.247 do valor total (CEPEA, 2022). Por meio da produgdo de mantimentos a
agricultura garante abastecimento de casas com alimentos basicos para nutricédo e
sustento de familias, além disso, auxilia como matéria prima as industrias.

Para assegurar um abastecimento de alimentos continuo e em larga escala, é
fundamental lidar com desafios como a seguranga alimentar, perdas econémicas,
pragas, doengas, plantas daninhas e o crescimento populacional. Nesse contexto,
0s agrotoxicos se tornam amplamente utilizados para otimizar a produgéo, tornando
o cultivo mais eficiente uma vez que auxilia na redugcdo das perdas ao longo do
processo. Com isso, € possivel assegurar que os alimentos cheguem ao mercado
em quantidade adequada, atendendo a crescente demanda populacional (Karam et
al., 2014).

O agrotdxico proporciona vantagens para a agricultura, mas também causa
sérias consequéncias como alteragdo na macro e microbiota do solo reduzindo a
diversidade de microrganismos benéficos, consequentemente, ocasionando o
aumento populacional de fitopatdgenos como nematoides, artropodes e outros
organismos acarretando no baixo indice de desenvolvimento da planta, propagagao
de doengas secundarias, danos as raizes e em caso severos a perda total do cultivo,
causando danos econdmicos nas lavouras, motivo pelo qual sdo alvo de controle
(Machado, 2024).

Os defensivos agricolas sao classificados em cinco categorias: fungicidas,
inseticidas, bactericidas e herbicidas. Além disso, sua toxicidade é avaliada com
base na Dose Letal Média (DL50), que indica a quantidade do ingrediente ativo (mg/
kg de peso corporal) necessaria para causar a morte de 1/2 dos animais de teste.
Com essas informagdes, sdo estabelecidas medidas de seguranga para que
minimizem os impactos a saude humana. Com base na toxicidade, os produtos sdo

classificados em quatro categorias: extremamente tdxico (vermelho), altamente



téxico (amarelo), medianamente toxico (verde) e pouco toxico (azul) (EMBRAPA,
2021).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2021), os pesticidas,
inseticidas, fungicidas sao produtos quimicos que tém como fungao eliminar pragas,
protegendo as culturas e favorecendo para o desenvolvimento das plantas. A
problematica em questdo € o maleficio que este material sintético pode causar a
longo prazo, tais como “intoxicagao alimentar, ambiental e ocupacional” (Oliveira et
al., 2021, p. 3). Rachel Carson foi uma precursora na luta contra a utilizagdo dos
Diclorodifeniltricloroetano (DDT), em seu livro “Primavera Silenciosa” trazendo
grandes criticas a utilizagao deste insumo caracterizando-a como uma das principais
obras que auxiliou na regulamentacao da utilizagdo do DDT (Nunes et al., 2021).

Desse modo, investigou-se alternativas como espécies de microrganismos
que minimizem os maleficios causados pelo uso exagerado e errébneo dos
pesticidas, que tragam menos prejuizo a saude e ao meio ambiente. Assim sendo,
buscou-se no decorrer da pesquisa resposta para o seguinte questionamento: Como
amenizar o uso de agrotéxicos no combate as doencas do feijao? Para responder a
esta pergunta foi utilizada a planta carnivora bem como, bactérias e/ ou fungos que
as compdem, para auxiliar no combate a doenca, considerando os poucos estudos
com aplicagao na area da agricultura.

Portanto, os bioinsumos, conhecidos por serem produzidos a base de
microrganismos, bactérias, virus e extratos, surgem como forma inovadora, natural,
tecnolégica e sustentavel (EMBRAPA, 2021). Por serem produtos naturais,
pretendem garantir um produto eficaz e econdmico a sociedade, bem como, uma
produgcdo menor de residuos ao meio ambiente. Para o desenvolvimento destes
produtos, a EMBRAPA (2022, p.508) destaca que “[...] inicia-se pelas etapas de
confirmagédo da identidade taxonémica, preservagdo adequada do microrganismo,
produgao in vitro ou in vivo, estabilizagdo e armazenamento e terminando pelos
testes para confirmacao de sua eficacia”.

Outrossim, verificou-se que a utilizagdo de plantas carnivoras como
ferramenta para elaboragdo de fungicidas e ou inseticidas se apresenta como uma
interessante alternativa para um manejo integrado de pragas e doencgas. Essas
plantas possuem forte potencial biolégico, fomentando, desta maneira, o avango
tecnolégico e tornando os produtos mais acessiveis e sustentaveis para os

produtores. Além disso, os conhecimentos gerados poderéo subsidiar um avango na



abordagem do conhecimento na formagédo de estudantes da educacgao profissional
da area agricola e inspirar a educagao basica.

Perante o exposto, teve-se como objetivo geral de pesquisa: Explorar o
potencial biotecnolégico dos microrganismos associados a planta carnivora com
agao antifungica a fim de agir no combate a doenga Sclerotinia sclerotiorum. Para
tanto pretendeu-se cumprir o mesmo seguindo os objetivos especificos a seguir:

1. Utilizar plantas carnivoras pertencentes a familia Droseraceae como potencial
bio-inovador no combate de pragas na agricultura;
2. Analisar o perfil da microbiota da planta carnivora do género Dionaea.

Elaborar uma sequéncia didatica para o ensino de microbiologia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo tedrico, atento ao exposto do referencial tedrico, foram
trabalhados conceitos como: feijdo, contextualizando sobre sua importancia na
alimentagao e economia brasileira; pragas e doengas agricolas e 0 seu controle para
a cultura do feijoeiro; plantas carnivoras e bioprospeccdo de plantas conforme

categorizado abaixo para melhor compreensao do assunto.
2.1 Feijao

O feijdo conhecido popularmente como carioca ou feijdo-comum, é
considerado um vegetal, pertence a familia das Fabaceae, na qual uma vagem se
abre em duas partes com sementes presas. Seus graos sao conhecidos por
fornecerem principalmente proteina (21,4%), carboidratos (62,6%) e ferro (5,07%)
necessarios a alimentagado (Gonzaga, 2014 a). Para uma alimentag¢ao balanceada, o
ser humano necessita consumir em média 1500 calorias por dia possuindo como
parametro 60g de proteina, 310 g de carboidrato, 60 g de gordura, 25 g de fibra e
7,6 g de ferro. Por dia, o feijao proporciona a quantidade diaria 4,5 g de proteinae o
total de 70 calorias quando ingerido em duas refeigdes.

Esta leguminosa apresenta dois grupos, sendo o grupo | caracterizado pela
presenca do feijdo-comum pertencente a espécie Phaseolus vulgaris L, e grupo |l
caracterizada pelo feijao-caupi da espécie Vigna unguiculata (Gonzaga, 2014 b).

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence ao género Phaseolus, uma
planta herbacea, ou seja, plantas que apresentam caule mais flexivel com espécies
geralmente mais sensiveis a mudangas no ambiente, tais como variagdes na
temperatura e ou umidade do solo. Possui folhas simples ou primarias que sao
opostas uma a outra, e folhas compostas formadas por trés foliolos. Seu
desenvolvimento é dividido em duas fases, a vegetativa onde ocorre a germinagao,
emergéncia, folhas primarias (local em que boa parte das folhas estdo abertas),
primeira trifoliolada e terceira trifoliolada. A outra fase é reprodutiva na qual, ocorre a
pré-floragao, floracdo, formacdo de vagens, enchimento das vagens e maturagao
(De Castro, 2018).

Em 2021 o Brasil ocupou o terceiro lugar entre os maiores produtores de

feijdo no mundo, com 2.899.864 toneladas, atras apenas da india (Coélho, 2021).



No Brasil, os principais Estados produtores sdo Parana, Minas Gerais, Mato Grosso,
Goias e Bahia, produzindo um total de 904,2 mil toneladas de feijao em 2023
(Coélho, 2023).

TABELA 1 - Quantidade de feijao produzida em toneladas por ano
Pais/ producgao Ano 2020 Ano 2021 Ano 2022 Ano 2023

Brasil 3.036.254  2.900.805  2.842.395 2.899.043

Valor da produgéo (mil 10.780.677 12.051.858 12.374.460 11.710.972
reais)

Fonte: IBGE - Produgao Agricola Municipal

Na tabela 1 estdo apresentados dados disponibilizados pelo IBGE sobre a
quantidade produzida em toneladas entre os anos de 2020, 2021, 2022 e 2023 no
Brasil, considerando a primeira, segunda e terceira safra de cada ano. Analisando os
dados revelados acima, observa-se um crescimento continuo na producédo até o
periodo de 2023.

Com base nas figuras 1, 2 e 3, que destacam os estados com maior produgao
de feijao, foi possivel realizar uma andlise comparativa da area plantada (em
hectares), da quantidade produzida (em toneladas) e do rendimento médio por
hectare. Dessa forma, constata-se que o estado do Parana é o maior produtor de
feijao no Brasil, destacando-se pela produg¢do anual quanto pela area plantada, com

um crescimento consideravel entre 2020 e 2022.

Variavel - Area plantada (Hectares)
Produto das lavouras temporarias - Total
Ano
Brasil e Unidade da Federagao
2020 2021 2022
Brasil 2.769.885 2766.276 2714611
Bahia 355.306 340963 . 324.909
Minas Gerais 324.062 311.020 292 344
530 Paulo 90.144 82.840 84.109
Parana 382,677 429534 : 475234
. Mato Grosso 215.761 241.336 177.522
Goids 137.681 139.194 . 127.597
Fonte: IBGE - Produgao Agricola Municipal

Figura 1- Figura com variavel da area plantada, area colhida, quantidade produzida e rendimento
médio do feijao.



Fonte: IBGE- Produgao Agricola Municipal — PAM - ( 2023)

Verificando os dados estatisticos da Figura 1, observa-se que o Estado do
Parana em 2022 obteve o melhor resultado em area plantada por hectare. A figura 3
indica que apesar dos resultados positivos, quando se considera o rendimento em
quilo pela area plantada, o Parana esteve abaixo de Sao Paulo, Goias e Minas
Gerais. Na figura 4 é possivel concluir que o Parana continua se destacando na

quantidade produzida de feijao em toneladas, indicando a grande importancia deste

Estado para a manutengao do PIB brasileiro.

Variavel - Area colhida (Hectares)

Produto das lavouras temporarias - Total

Ano
Brasil e Unidade da Federacio
2020 2021 2022
Brasil 2687 605 . 2612.638 . 2607616
Bahia 335.117 326544 305.080
Minas Gerais 314730 306420 267949
Sac Paulo 90.124 . 82723 . 84.079
Parand 362631 409879 AT4 665
Mato Grosso 215.761 241.336 177.622
Golas 134.379 139194 127 527

Fonte; IBGE - Frodugdo Agricola Municipal

Figura 2 - Figura com variavel area colhida, quantidade produzida e rendimento médio do feijéo.
Fonte: IBGE- Produgéo Agricola Municipal — PAM - ( 2023)

Variavel - Rendimento médio da produgio (Quilogramas por Hectare)
Produto das laveouras temporarias - Total
Ano
Brasil e Unidade da Federagdo
2020 2021 2022
Brasil 1.130 1.110 1.090
Bahia 576 502 460
Minas Gerais 1.757 1752 1.651
S3o0 Paulo 2.835 2776 2793
Parana 1.633 1.540 1.545
Mato Grosso 1.554 1473 1.533
Goias 2630 2451 2683
Fonte: IBGE - Produgao Agricola Municipal

Figura 3 - Valor do rendimento médio da producgao de feijao.
Fonte: IBGE- Produgao Agricola Municipal — PAM - ( 2023)



e __________________________________]
Variavel - Quantidade produzida (Toneladas)

Produto das lavouras temporarias - Total

Ano

Brasil e Unidade da Federagao
2020 2021 2022

Brasil 3.036.254 2.900.805 2.842.395

Bahia 193.630 164.0585 140.837

Minas Gerais 553.065 536.826 475364 ‘

Sdo Paulo 255.480 229660 234,837 ‘

Parana 624 801 631.397 733.319

Mato Grosso 335.345 355.501 272.056

Goids 353.457 341.189 342170

Fonte: IBGE - Produgiao Agricola Municipal

Figura 4 - Variagao da quantidade produzida em toneladas
Fonte: IBGE- Produgao Agricola Municipal — PAM - ( 2023)

Este cenario destaca a importancia da atual produgdo de feijao, que esta
diretamente ligada a comercializagdao e movimentagéo de grande parte significativa
da economia. O Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) informou que nos
primeiros quatro meses do ano de 2023 o pais exportou cerca de 37 mil toneladas
de feijdo, gerando aproximadamente cerca de R$144,5 milhdes em receita. Além da
quantidade produzida e do valor de mercado, esse grao possui grande relevancia
para a saude, devido a alta concentracdo do aminoacido lisina. A lisina € essencial
na formagéo de colageno, crucial para a saude da pele, ossos e tecido conjuntivo.
Além disso, desempenha um papel vital no combate a infecgbes, fortalecendo o

sistema imunologico e a robustez dos ossos (Rachid, 2023).

2.2 Pragas, doengas agricolas e controle do feijao

Pragas em cultivos na lavoura podem ocorrer em todas as fases de
crescimento das plantas. No feijao, por exemplo, podem afetar o sistema radicular,
brotos e gréos. Além disso, as pragas carregam vetores que podem auxiliar na
transmissao de viroses e de fitopatdégenos, comprometendo a produgéo na lavoura
(EPAGRI, 2020).

Quintela (2001), definiu os tipos de pragas que podem estar associados a
diferentes espécies de feijdo as quais sdo agrupadas em quatro categorias: pragas
do solo, pragas das folhas, pragas das vagens e pragas de graos e /ou sementes
armazenadas. Alguns agentes relacionados as pragas da lavoura podem ser

artrépodes (insetos e acaros) tais como: Largata-elasmo(Elasmopalpus lignosellus),



Vaquinha-verde (Diabrotica speciosa), Cigarrinha-verde (Empoasca kraemeri),
Largata-do-velho-mundo (Helicoverpa armigera), (Caruncho-mexicano-do-feijao
(Zabrotes  subfasciatus) e doengas como Antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum), Mancha angular (Pseudocercospora griseola) e Mofo-branco
(Sclerontinia sclerotiorum) (EPAGRI, 2020).

O principal problema no combate as pragas e doengas na agricultura esta nas
medidas de controle adotadas, que ainda dependem amplamente do uso de
agrotoxicos e/ou carecem de parametros eficientes para um manejo sustentavel.
Essa problematica é particularmente relevante para culturas de importancia
econdmica, como o feijdo, que desempenha um papel central na nutricdo basica
para a populagao brasileira.

Segundo o Instituto Brasileiro de Feijao e Pulses (IBRAF), em 2021, o Brasil
exportou mais de 200 mil toneladas de feijao. Apesar desse volume expressivo, 0
potencial da cultura se revelou ainda maior em 2024, quando as exportacdes
alcancaram 247 mil toneladas,gerando uma receita de US$259 milhdes. Esses
valores ressaltam a relevancia econémica do feijao para o PIB brasileiro e reforgam
a necessidade de desenvolver praticas de manejo e controle mais eficazes e
sustentaveis (IBRAF, 2024), com destaque para o uso de produtos de base

biologica.

2.2.1 Mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) no feijoeiro

Sclerotinia sclerotiorum, conhecido popularmente como mofo branco, € uma
das mais graves doengas que afetam a produc¢do do feijao, sendo notoria pelo seu
dificil controle. Este patégeno ataca mais de 400 espécies de hospedeiros entre as
quais se destacam as leguminosas e oleaginosas como feijdo, algodao, soja e
girassol (Gorgen, 2009). Esse microrganismo infecta os plantios de feijdo no
outono-inverno, periodo em que as temperaturas sdo mais amenas. Nessa época, a
alta umidade e as oscilagcbes térmicas favorecem o desenvolvimento do mofo
(Fernandes et al., 2013).

De acordo com Smolinska e Kowalska (2018), a Sclerotinia sclerotiorum pode
se reproduzir tanto sexuada quanto assexuadamente. Durante seu ciclo de vida, ha
formacdo de um micélio branco, a partir do qual se desenvolvem os esclerédios.

Esses, por sua vez, originam hifas que produzem apotécios, responsaveis pela



liberagdo dos ascoésporos, estruturas reprodutivas tipicas dos fungos da classe
Ascomicetos. Os ascosporos sao gerados dentro de uma estrutura denominada

asco (saco). A Figura (5) ilustra o ciclo de vida do mofo-branco no plantio de feijao.

Aschsporas san liberades e

Apotécios surgem de C disseminados pelo vente

estlerddios localizados
nasuperficie do sola
Ascosporos infectampartes
adreas das plantas com energia

ohitida a partir de
. \ petalas florais

Esclerdiing no solo

duranteginverno Hifas produzidas por
e escleradios infectam
Esclerddios e T 4
acumulam no solo caiilesas plantas ) §
enquanto as plantas Fodler WEF L

apodrecem

Maburacio dos '
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Desenvalvimento e
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Figura 5 - Ciclo de vida do mofo-branco__(zausado pelo patdgeno Sclerotinia sclerotiorum no
Fonte: Linkle{laooﬁnson, 2019.

Os primeiros sinais da manifestacdo do mofo ocorrem com a germinagdo dos
ascosporos, que dependem da umidade e da presenca de tecidos necréticos, como
folhas caidas. A infecgcao também pode ocorrer quando folhas contaminadas com
ascosporos entram em contato com o solo umido ou com folhas que contém
esclerddios (Bolton, 2006). Com o avango da doenga, surgem lesdes encharcadas,
acompanhadas de branqueamento e degradagao dos tecidos vegetais (Smolinska &
Kowalska, 2018). Demonstrado na figura 6, a manifestacdo da doenga na vagem da

planta.



10

Figura 6: Aparicdo do mofo-branco em plantio de feijao
Fonte: Rehagro,com,br

Os esclerddios possuem uma estrutura resistente, caracterizada por um anel
externo de melanina preta que envolve a parede celular (Smolinska; Kowalska,
2018). Esse mecanismo resulta no surgimento de pequenas lesdes no peciolo das
plantas, que gradualmente se expandem para o caule, apresentando colorag&o
escura (Bolton), A melanina, responsavel por essa coloragdo, forma um composto
escuro e resistente a degradagao quimica, atua protegendo o fungo contra diversas
condicbes ambientais adversas, como a agdo de microrganismos antagonistas,
metais pesados e enzimas degradativas (Smolinska; Kowalska, 2018). Além disso, o
micélio presente pode impactar negativamente as plantas vizinhas aos esclerédios,

comprometendo seriamente todo o cultivo.

2.2.2 Controle do Sclerotinia sclerotiorum

De acordo com a Embrapa (2021), o consumo global de agrotdxicos atingiu
aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas por ano. No Brasil, o consumo é de
cerca de 300 mil toneladas, sendo mais concentrado nas regides Sudeste, que
representa 38% do total, e Sul, com 31%. Entre os estados, Sao Paulo lidera com
25% do consumo, seguido pelo Parana, com 16%. No cultivo de feijao, o controle do
fungo Sclerotinia sclerotiorum (mofo-branco) frequentemente utiliza pesticidas como

Carbendazim, Fluazinam, Procimidona e Procloraz. No entanto, mesmo com o uso
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desses produtos, a eficiéncia do controle é limitada. Isso ocorre devido ao custo
elevado do manejo e a complexidade biolégica do mofo-branco, que apresenta
diferentes fases de desenvolvimento ao longo do ciclo da cultura, dificultando sua
erradicagdo completa (Zhu et al., 2022). Diante da baixa eficacia dos produtos
quimicos, algumas empresas tém desenvolvido biocontroles, que se mostram mais
eficientes no combate a patégenos do solo (Abdullah et al., 2008a). Para aprimorar o
controle dessas ameagas, o0s biocontroles reduzem a poluicdo ambiental e
preservam os recursos naturais, elevando a qualidade dos produtos agricolas.

A manipulacdo de Bacillus spp., por exemplo, apresenta-se como uma
estratégia eficaz, com um alto potencial da taxa inibitéria do mofo-branco
correspondendo a 46% a 76%. Dentre as espécies, destaca-se Bacillus 100% (Zhu
et al., 2022). O Bacillus amyloliquefaciens VB7 foi capaz de inibir a atividade fungica
por meio da produgdo de proteina a -1,3-glucanase, colonizando a rizosfera e raiz
da planta, no entanto, em casos mais agravado da doencga, as medidas de controle
com VB7 nao obteve resultados eficazes no feijao (Abdullah et al.; 2008b). Além
disso, bactérias com acédo antagonista também s&o capazes de inibir a germinagao
de ascosporos, na qual atuam na acdo antimicrobianas, por compostos como
pioluteorina, fenazinas, cianeto e enzimas que podem lisar a celulose, quitinase
proteases e beta-glucanase (Smolinska, Kowalska; 2018a).

Diferentes fungos como Alternaria alternata, Coniothyrium minitans,
Drechslera sp, Fusarium oxysporum, Microsphaeropsis ochracea, Penicillium
pallidum, Trichoderma asperellum e Trichoderma virens, possuem acao de
micoparasitismo contra o S. sclerotiorum atuando diretamente no fitopatégeno por
meio da infeccdo, penetracdo e degradacao enzimatica destes organismos
(Smolinska; Kowalska, 2018b). Dentre os citados, as espécies do género
Trichoderma se destacam como fortes aliadas no controle que vem sendo forte
aliado ao controle de doencgas agricolas, com capacidade multifuncional a plantas
tais como a competigdo e parasitismo de patdégenos e aumento na disponibilidade de
nutrientes (EMBRAPA, 2023).

2.3 Plantas carnivoras
As plantas carnivoras sdo conhecidas por capturar suas presas e obter delas

a nutricdo adequada para sua sobrevivéncia. Habitam em solo pobre de nutrientes,
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com presenca de sol pleno, estando presente principalmente na vegetagao
campestre bem como em ambientes pantanosos. Originam-se das angiospermas, ou
seja, descendem de ancestrais ndo carnivoros e podem ser encontradas nas quatro
principais linhagens de angiospermas como Asterids, Core Eudicots,
Monocotiledéneas e Rosids (Ellison; Gotelli, 2009a).

Por sua vez, algumas espécies de plantas carnivoras ndo apresentam raizes
verdadeiras, deste modo, modificagdes ocorrem em suas folhas para melhor
desenvolver a fungdo de suas armadilhas, sendo diferenciadas por armadilhas
passivas e ativas (Hedrich; Fukishina, 2021a).

Charles Darwin foi o precursor no campo das plantas carnivoras, tornando-se
a primeira pessoa a publicar um livro sobre elas denominado de “Plantas
Insetivoras” (Hedrich; Fukishina, 2021b). Observou que a Drosera possui folhnas com
presencga de tricomas glandulares que secretam mucilagem para a digestdo de suas
presas, uma vez que passaram por uma adaptacao para se nutrir de insetos, pois se
desenvolvem em solos pobres de nutrientes, como o nitrogénio (Martins, 2019).

Por meio de experimentos bem delimitados, entendeu-se que essas plantas
dissolvem a proteina animal por meio de enzimas que possuem acao semelhante a
pepsina e proteases (Ellison; Gotelli, 2009b). Apresentam atividade bioldgica
diversificada indicando grande potencial biolégico para diferentes trabalhos e
aplicagdes, ndo somente na medicina, bem como atividades antibacterianas
(Wdjciak et al.,2023a).

As plantas carnivoras geralmente se desenvolvem em ambientes onde o solo
€ de baixa disponibilidade de nutrientes, principalmente, nitrogénio, fésforo e
potassio. No entanto, para suprir a demanda nutricional, a carnivoria € um
mecanismo adaptativo que evoluiu ao longo dos anos (Adamec, 1997). Desse modo,
plantas como as Droseras desenvolvem terminag¢des de suas folhas em armadilhas,
na qual muitas reconhecem os animais herbivoros que se aproximam quando os
pelos entram em contato com a armadilha, fazendo-a fechar rapidamente. Neste
processo, inicia-se a digestdo onde os nutrientes da presa sdo absorvidos, so se
abrindo novamente com o término de sua reserva (Hedrich; Fukishina, 2021c).

O naturalista francés Auguste de Saint-Hilaire, foi o primeiro pesquisador a
investigar as espécies de Drosera no Brasil, sendo o responsavel por publicar ao
todo treze taxons sendo: D. ascendens, D communis, D. graminifolia, D hirtella, D.

hirtella var. lutescens, D. maritima, D. montana, D. parvifolia, D. sessilifolia, D.
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spiralis, D. tomentosa, D. tomentosa var. glabrata e D. villosa. Com o decorrer do
tempo algumas modificagdes foram realizadas, nas quais até a presente busca
observa-se a atualizagdo para quatorze taxons realizada por Correa e Silva em
2005.

Cordeiro (2001), afirma que o Brasil € o segundo pais do mundo que possui o
maior numero de espécies de plantas carnivoras, havendo mais de 80 delas,
descritas em seis géneros: Brocchinia, Catopsis, Drosera, Genlisea, Heliamphora e
Utricularia.

As plantas pertencentes a familia Droseraceae representam as insetivoras
nativas do Brasil, sendo representada pelo género Drosera L. em que alguns sao
monotipicos, como € o caso das Dionaea muscipula. As Droseras apresentam
caracteristicas raramente aquaticas, folhas simples, lamina foliar modificada em
armadilha que facilitam na captura de suas presas. Apresentam caule curto ou
alongado, raramente modificado, folhas alternadas, ou raramente verticiladas. Além
disso, este género possui distribuicio em quase todo territorio brasileiro (Silva;
Giulietti, 1997). Plantas como Droseraceae e Nepenthaceae tem sido utilizada na
medicina e cultura popular a muito tempo na qual trata diferentes disturbios,
possuindo potencial antiinflamatério e antimicrobiano, tudo isto indica grande
capacidade bioldgica para diferentes trabalhos e aplicagdes (Woéjciak et al., 2023b).

Brandon (2024) destaca que as plantas carnivoras abrigam uma diversidade
de microrganismos endofiticos, especialmente no género Drosera. Isso sugere que
esses microrganismos estdo presentes tanto nas partes aéreas quanto subterrdneas
das plantas, desempenhando diferentes fungdes nos tecidos vegetais. Dentre os
endofitos fungicos identificados, destacam-se Colletotrichum spp., Alternaria spp.,
Cladosporium allicinum e Didymocyrtis cladoniicola. Além disso, ha indicios de que
esses microrganismos desempenham um papel importante no processo de
carnivoria das plantas, reforcando a necessidade de mais estudos para ampliar o
conhecimento sobre as interagdes entre plantas carnivoras e seus microrganismos
associados.

Segundo Wojciak (2023), as plantas carnivoras possuem cerca de 170
metabdlitos secundarios, sdo compostos naturais produzidos pelas plantas contra
estresses biodticos e abidticos. Os metabdlitos secundarios desempenham um papel
crucial na atragdo, digestdo e captura dos nutrientes das presas, na qual, protege e

atua contra polinizadores ou herbivoros. Os compostos encontrados foram acidos
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fendlicos e derivados, flavonodides (incluindo antocianinas), naftoquinonas (incluindo
tetralonas acetogénicas), compostos orgénicos volateis e fendlicos vegetais
(Tienaho et al., 2021). Estes fendlicos sao sintetizados a partir de carboidratos no
decorrer do crescimento da planta bem como, na defesa contra condigdes de
estresse (Wojciak, et al., 2023c).

Diante disso, observou-se que espécies como Di muscipula e plantas do
género Drosera sao faceis de propagar e induzir em cultivo in vitro, indicando como
sdo valiosas para investigacdes biologicas e fitoquimicas. Os metabdlitos
identificados nestas foram: galico, clorogénico, protocatecuico, ferulico,
hidroxibenzoico, salicilico, cafeico, sinapico vanilina, cianidina e outros (Kovacik,
Klejdus, Rep¢akova, 2012).

2.4 Bioprospeccéao de bactérias e fungos

Segundo Junior (2011, p.2) a bioprospecgao se faz “[...] relevante para uma
ampla gama de setores e atividades, incluindo biotecnologia, agricultura, nutrigao,
industria farmacéutica, biorremediacdo, biomonitoramento e producdo de
combustivel por meio de biomassa”. A partir da bioprospeccao, € possivel realizar a
busca por organismos, enzimas, extratos, compostos e moléculas favorecendo o
desenvolvimento de produtos comerciais com base em plantas, bactérias, fungos ou
protozoarios. Com o intuito de transformar recursos naturais em ganhos
econdmicos, a fim de, potencializar o desenvolvimento cientifico e tecnologico,
agregando valor aos bens provenientes da biodiversidade brasileira.

De acordo com Silva et al., (2020) os microrganismos presentes em plantas
vem sendo cada vez mais estudados justamente por demonstrarem capacidade de
produzir substancias com agao antibacteriana, antioxidante e por vezes téxica. O
arbusto nativo Cordia verbenacea, oriundo da mata-atlantica, por exemplo,
possibilitou a produgcdo de um anti-inflamatério, ndo se esquecendo da propria
penicilina descoberta na Inglaterra por Alexander Fleming, no qual foi desenvolvida a
partir de fungos (Junior, 2011). Todos estes feitos ilustram a grande poténcia da
bioprospeccao para pesquisa e desenvolvimento.

Investigagbes potenciais vém sendo realizadas para observar a capacidade
existente nas plantas, em principal os organismos endofiticos que vivem no caule,
raizes e folhas sem causar danos a planta em si, podendo estes ser caracterizados

por fungos ou bactérias (Torres et al., 2022). Em especial tem-se buscado estes
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organismos essencialmente pela agdo bio-controladora de plantas e por propagar
um bom crescimento vegetal, além de possibilitar o encontro a enzimas e acidos
organicos com interesse industrial (Torres et al., 2022).

Segundo Morandi et al. (2024), a busca por microrganismos associados as
plantas, como os da filosfera, rizosfera e os endofiticos, tem se mostrado altamente
benéfica, pois esses organismos contribuem significativamente para a saude
vegetal. Isso ocorre por meio da produgdo de substancias bioativas, incluindo
antibidticos volateis e ndo volateis. A filosfera abriga microrganismos capazes de
tolerar a radiagao ultravioleta e estresses osmoticos, como bactérias, arqueas,
fungos filamentosos e leveduras.

Ja os organismos presentes na rizosfera desempenham um papel essencial
na atividade microbiana caracteristica desse ambiente, influenciada pela secrecao
de compostos, como exsudatos, que incluem enzimas, mucilagem e outros
metabdlitos. Por fim, os microrganismos endofiticos, geralmente encontrados nas
folhas, ramos e raizes, colonizam as plantas sem causar danos a hospedeira. Esses
microrganismos se destacam por sua atuagao como agentes de biocontrole de
fitopatdgenos, além de auxiliarem no crescimento e enraizamento das plantas
(Morandi et al., 2024).

De modo geral, a bioprospecc¢ao traz uma vasta gama de aplicabilidade uma
vez que auxilia na produgao de farmacos, produtos agricolas e medicamentos com o
objetivo de produzir insumos sustentaveis sem agredir o meio ambiente e a saude
humana. Nao se esquecendo que estes recursos nacionais auxiliam também na
movimentagdo econdmica, uma vez que a matéria-prima dos insumos advém da

natureza.
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3. MATERIAIS E METODOS

A presente secdo busca nortear a execugdo desta pesquisa que foi
desenvolvida a partir de sua natureza aplicada, seus objetivos, forma de abordagem
e procedimentos técnicos. A metodologia foi de carater bibliografico, seguindo o
método hipotético-dedutivo, na qual foi abordada de forma qualitativa e quantitativa.
Segundo Rampazzo (p. 53., 2002), uma pesquisa bibliografica procura explicar um
problema a partir de referéncias tedricas publicadas em livros, revistas etc, deste
modo, buscou-se realizar estas analises por meio do Google Académico, Periédicos
Capes e Google, onde se realizou pesquisas presente no referencial, no qual as
buscas foram realizadas a partir das seguintes palavras-chaves: feijdo, plantas
carnivoras, microrganismos, mofo-branco, Sclerontinia sclerotiorum, bioprospecgao.
A partir deste método e das leituras dos resumos foram selecionados os trabalhos
gue mais se encaixavam com o tema.

Para Gil (2009), o método hipotético-dedutivo busca desenvolver hipéteses a

partir de evidéncias empiricas.

Quando os conhecimentos disponiveis sobre determinado assunto sao
insuficientes para a explicacdo de um fenémeno, surge o problema. Para
tentar explicar a dificuldade expressa no problema, sdo formuladas
conjecturas ou hipdéteses. Das hipoteses formuladas, deduzem-se
consequéncias que deverao ser testadas ou falseadas(Gil, 2008, p.12).

Desta forma, para provar se a hipotese esta de fato correta, deve-se realizar
testes a partir da identificacdo de uma problematica, definicdo de hipoteses, coleta
de dados e averiguagédo do falseamento ou ndo. Assim, este método n&o parte de
verdades absolutas, utiliza-se a testagem, experimentacdo e observacdo para
refutar as hipoteses ou a nao rejeicdo da mesma. Quando algo é rejeitado
reformula-se as hipoteses dando inicio a novas observagdes.

Também foi utilizada a tipologia qualitativa que visa atribuir resultados e
significados filosdficos, pois resulta de uma base tedrica. Essa esta atrelada a
abordagem qualitativa por meio de (anotagdes de laboratério, observagao, dedugao).
Ja a quantitativa se instrumenta em dados estatisticos ao qual remete a
numerologia. Esta informa os dados por meio de equagdes, anotagdes,

mensuracgdes, ou quaisquer outros meios que possam validar amostras por analises
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numeéricas, onde realizou-se o estabelecimento de categorias, codificagdo e analise
estatistica dos dados (Gil, 2008).

Ja como classificagdo de pesquisa, esta se encaixou como explicativa pois,
tem o intuito de identificar fatores determinantes para fenédmenos aproximando o
conhecimento da realidade, explicando a razdo e o porqué das coisas se
aprofundando principalmente na parte de observagao na qual buscou-se explicar de
forma esmiugada o porqué de cada ocorrido. Com tudo, houveram fases de
pesquisa exploratoria, uma vez que, segundo Gil (2002), visa proporcionar uma
maior familiaridade com o problema a fim de aprimorar o tema ou novas

descobertas, com o qual envolve principalmente o levantamento bibliografico.

3.1 Procedimentos da Pesquisa

Para o desenvolvimento desta pesquisa foi utilizado plantas carnivoras do
género Dionaea muscipula (Figura 7) comprada no mercado da cidade de Ponta
Grossa - PR. Primeiramente foi organizada uma bancada experimental no
Laboratério de Sustentabilidade e Inovagcédo Tecnoldgica (LASIT) no campus Ponta
Grossa da UTFPR, onde o objeto a ser estudado foram as plantas carnivoras da
espécie Dionaea muscipula. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
aleatorizado, composto de 9 tratamentos extraidos das partes vegetativas (raiz,
folha, vénus e planta toda) da planta carnivora da espécie Dionaea muscipula e trés
repeticdes, sendo que, cada repeticdo foi composta por 3 placas de Petri, e como
testemunha utilizou-se o isolado da Sclerotinia, estes foram avaliados durante sete
dias.

Os dados experimentais obtidos nos testes de pareamento direto foram
analisados estatisticamente no programa RStudio (versdo 4.3.1) (R Core Team,
2021), utilizando o pacote ExpDes. Inicialmente, a normalidade dos dados foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk (5% de probabilidade). Em seguida, realizou-se
a analise de variancia pelo teste F, considerando um delineamento inteiramente
casualizado (DIA) para avaliar os efeitos dos tratamentos e do periodo de analise.
Quando significativa, os dados foram complementados pelo teste de Tukey (5% de
probabilidade) para identificar diferengas estatisticas significativas entre os

tratamentos.
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3.1.1 Aquisicao de plantas carnivoras e preparagao

Apds a aquisigao das amostras, estas foram imediatamente transportadas ao
laboratério, onde foram preparadas e avaliadas. O processo de preparo seguiu a
metodologia adaptada de Barbosa et al., (2010). Inicialmente, realizou-se a limpeza
das plantas com agua ultrapura, e suas principais partes foram separadas: raiz,
regiao responsavel pela atracao das presas (glandulas secretoras) e a area onde

ocorre a digestéo (Figura 7).

Figura 7: Planta carnivora espécie Dionaea muscipula, comprada no mercado de Ponta
Grossa.
Fonte: A autora, 2025.

Apoés a limpeza, as amostras foram submetidas a secagem em estufa de secagem
com circulagédo de ar (TECNAL) na temperatura de 50 °C por 2 horas favorecendo a
selecao de microrganismos termorresistentes. Além disso, as vidraria e materiais
utilizados na parte experimental foram devidamente higienizados e esterilizados em
autoclave (PRISMATEC) a120 °C e presséo de 1 atm (760 mmHg).

Para a preparagdo dos extratos aquosos, o material foi pesado em uma
balanga analitica (SHIMADZU), na qual foi padronizada com base na metodologia de
Barbosa et al., (2009). Foram utilizados 9 g de material da parte vénus para 90 mL
de agua ultrapura e 0,09 g de peptona, seguindo a mesma proporgdo para as

demais partes da planta (peciolo, raiz e planta inteira) (Figura 8).
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(A) (B) () (D)
Vénus Folha Raiz Planta toda

Figura 8 : Divisao das partes da planta Dionaea muscipula: (a) vénus, (b) folha, (c) raizd e
(d) toda a planta. Para cada parte pesou-se nove (9) gramas.
Fonte: A autora, 2025.

As partes individuais da planta foram maceradas com o auxilio de um
almofariz e pistilo. O material triturado foi entdo mantido sob agitagdo em agua
peptonada a 0,1%. Como o material precisava ser mantido sob agitacdo foram
adicionados 50 mL extras de agua ultrapura para facilitar a movimentagao do
peixinho no meio aquoso. Apds esse processo, iniciou-se a extragao, que ocorreu a
temperatura ambiente (25 °C) por 2 horas.

Ao final da extragdo, os Erlenmeyers foram transferidos para a camara de
fluxo laminar (PACHANE), onde foram realizadas as inoculagées. Com o auxilio de
um becker e micropipetas, foram feitas diluicbes de 107", 102 e 1073. A partir dessas
diluicdes, 100 uL foram retirados com micropipetas e inoculados em placas contendo
meios de cultura para o crescimento de microrganismos anaerébicos e aerdbicos.
Todos os experimentos foram conduzidos, no minimo, em triplicata. Em seguida,
utilizando uma alga de Drigalski, os meios de cultura foram inoculados.

As placas foram incubadas em estufa B.O.D (LIMATEC) por 7 dias, com
acompanhamento diario do crescimento microbiano. Durante esse periodo, 36
placas de Petri foram analisadas, contendo culturas mistas (Figura 11). A partir
dessas culturas, os microrganismos foram isolados para identificagao, resultando na
obtencéo de culturas puras (Figura 12).

Para o cultivo em meio sdlido, utilizaram-se meios para o crescimento de
fungos e leveduras como o agar Batata Dextrose (BDA), agar Sabouraud Dextrose
(SAD), e meio Caldo de Cérebro e Coracao (BHI), utilizado para o crescimentos de

bactérias e fungos. As placas foram incubadas em B.O.D. (LIMATEC) a 25 °C por 5
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dias. As placas de Petri foram preparadas com meio de cultura sélidos (BDA, BHI e
SDA).

3.1.2 Isolamento de microrganismos
A partir dos meios de cultura previamente preparados, foram observadas

culturas mistas contendo fungos e bactérias. Para isolamento dos microrganismos,
utilizou-se uma alga de niquel e/ou uma algca de repicagem, transferindo-os para
placas de Petri, preparados para as etapas subsequentes. Todos os experimentos
foram realizados, no minimo, em triplicata, garantindo a reprodutibilidade e a
confiabilidade dos resultados.

Apods a inoculagao e o isolamento das bactérias, foi realizada a coloragao de
Gram para a devida classificagdo, considerando sua morfologia, patogenicidade e

analise microscopica, conforme descrito por Madigan et al. ( 2016).

3.1.5 Pareamento direto

3.1.5.1 Teste de pareamento de culturas entre Sclerotinia sclerotiorum e os fungos
isolados Dionaea muscipula em cultivo pareado

Para a realizar do teste de pareamento de culturas, foi empregado o método
de cultura pareada em disco de agar, conforme descrito por Dennis; Webster (1971).
De acordo com essa metodologia, placas de Petri de 90 mm contendo meio de
cultura BDA foram preparadas. Em uma das extremidades de cada placa, foi posto
um disco de 9 mm contendo micélio de Sclerotinia sclerotiorum, obtido a partir de
uma cultura pura. Na extremidade oposta, posicionou-se 0s agentes antagonistas
contendo um disco do micélio dos fungos isolados da Dionaea muscipula (M1, M2,
M3, M4, M5, M6) ambos a 0,5 cm de distancia da borda da placa. Para os isolados

bacterianos (BAC1 e BAC2) foram realizado risco na placa em posig¢des opostas.

Os discos foram extraidos de culturas puras dos antagonistas e do
fitopatdgeno, ambos mantidos em cultivo por 7 dias.Para o controle, usou-se a
cultura isoladas do patdégeno e dos antagonistas, com o disco de cada micélio
inserido no centro das placas individuais.. As placas foram incubadas em B.O.D a

25°C, com fotoperiodo de 12 horas (Figura 9).
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(A) (B)

Figura 9: (A) Incubadora B.O.D. contendo placas de Petri submetidas ao teste de pareamento direto,
com o objetivo de analisar a interagéo entre o antagonista e o patdgeno. A imagem apresenta os
cultivos em triplicata. (B) Triplicatas contendo discos de micélio com o isolado de Sclerotinia
sclerotiorum e o isolado do tratamento M1 + Sclerotinia sclerotiorum.Linha ao centro ajuda a
visualizar quando os isolados chegarem a 50% da placa.

Fonte: A autora, 2025.

O potencial antagonismo dos isolados foram avaliados em um intervalo de 24
horas até o 7° dia apds a inoculagao (Figura 9), realizando deste modo as medi¢des
do crescimento das colonias de Sclerontinia sclerotiorum. Para o calculo da
porcentagem de inibicdo micelial, aplicou-se a férmula proposta pelos autores

Mentem et al., (1976), no qual:

(Equacgao 1) % inibicao = crtest - crtrast .100

crtest
Em que:
crtest= crescimento radial da testemunha;

crtrat= crescimento radial do tratamento.

3.1.7 Extracdo de DNA de fungos

Para a realizagdo do protocolo da extragdo de DNA de fungos, utilizou-se da
metodologia de Brandao et al., 2019.Para a extragdo do DNA fungico, iniciou-se
removendo o micélio da colbénia do fungo da placa de Petri e transferindo-o para um
microtubo de 1,5 mL, onde foi macerado com auxilio de uma ponteira ou bastao de
vidro. Alternativamente, caso o micélio esteja liofilizado, o p6é pode ser transferido

diretamente para o microtubo. Se o fungo tiver sido cultivado em meio liquido,
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recomenda-se utilizar um pequeno volume de micélio em pd, cerca de 100 pL. Em
seguida, adicionaram-se 500 uL de tampao de extragdo pH 8,0 (Tris-HCI 100 mM,
EDTA 50 mM, NaCl 500 mM) e agitou-se a amostra por dois minutos em vortex.
ApOs isso, acrescentaram-se 33 pL de Dodecil Sulfato de sodio (SDS) 20% e
realizou-se nova agitagcédo por dois minutos em vortex. A mistura deve ser incubada
a 65 °C por 30 minutos em banho-maria, sendo agitada a cada dez minutos por 30
segundos em vortex. Posteriormente, adicionou-se 160 pyL de acetato de potassio a
5 mM, seguido de nova agitagdo em vortex por dois minutos.

A amostra foi centrifugada a 14.000 rpm, em temperatura ambiente, por dez
minutos, e o sobrenadante (400 pL) cuidadosamente transferido para um novo
microtubo de 1,5 mL. Para a precipitacdo do DNA, adicionaram-se 330 pL de
isopropanol, invertendo suavemente o tubo 50 vezes, seguido de uma nova
centrifugacéo a 14.000 rpm por dez minutos.

O sobrenadante foi descartado com cuidado para nido perder o pellet. Em
seguida, adicionaram-se 500 pL de alcool 70%, centrifugou-se por 30 segundos
(spin) e descartou-se o sobrenadante, repetindo esse procedimento mais uma vez.
Apés isso, adicionou-se 250 uL de alcool absoluto e centrifugou-se novamente a
14.000 rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet deixado
para secar naturalmente por 40 a 60 minutos. Para ressuspensdo do DNA,
adicionaram-se 50 yL de tampdo Tris-EDTA 1X e realizou-se leve batimento no
fundo do tubo; finalmente, o DNA extraido foi armazenado em freezer a -20 °C até o

momento do uso.

3.1.2 Analise de dados

A caracterizagdo da pesquisa foi organizada utilizando uma abordagem
qualitativa e quantitativa. Para a organizagdo e as anotagdes dos dados desta
pesquisa, foram realizadas de forma manual que preservaram as observacdes das
amostras futuras.

A metodologia quantitativa foi realizada por observagdo da pesquisa
experimental onde coletou os dados numeéricos com o intuito de utiliza-los para
mensurar os dados estatisticos juntamente com as dedugdes levantadas durante o
processo (Moreira; 2008). A partir desta metodologia, foram utilizadas as anotagdes

e quadros para catalogar as amostras, identificadas com etiquetas 1, 2, 3 ou mais,
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diferenciando cada microrganismos. Isso permitiu identificar quais possuiam maior
acgao inibidora e/ou qual regido da planta continha a maior quantidade de MO para
utilizagao.

A primeira organizagao foi realizada por meio do método hipotético-dedutivo
se fez o uso de hipdteses para resolver um problema a partir da observacao de
experimentos falseados, como também foi por carater qualitativo, ao qual se
apresenta em forma de anotagcdes manuais e fotografias que foram organizadas em
caderno separado para tal experimento. Outro meio de organizagao utilizado foi a
observagdo do crescimento dos organismos presente na planta, seguido do
isolamento destes e atuagcdo do combate ao MB. Toda esta organizagao auxiliou a
compreensao pela coleta de informacdes, aplicando deste modo a analise
qualitativa (Gil, 2006). Foram utilizadas planilhas no programa excel, onde foi

realizado o tratamento dos resultados estatisticos.

3.1.3 Aproximagdes com o ensino de biologia na educagéo basica

3.1.3 Aproximagodes com o ensino de biologia na educagao basica

Apds o processo de pesquisa experimental, desenvolveu-se uma sequéncia
didatica tendo como publico professores que ministram aulas no ensino médio
integrado ao ensino técnico em Agronomia. Segundo o Ministério da Educagao
(2014), no Ensino Médio integrado o aluno recebe a formacao basica referente ao
Ensino Médio e o profissional.

Na sequéncia didatica, buscou-se atender aos objetos de conhecimento da
Biologia, ao propor encaminhamentos metodologicos para a abordagem dos
conteudos sobre Reino Fungi, Bactérias e Protozoarios, trazendo discussdes sobre
doengas causadas por fungos na agricultura. A pesquisa buscou contribuir também
para a area de ensino, na qual, relacionou-se os assuntos com Biotecnologia,
visando abordar questdes referente a nogdes de doengas e pragas agricolas bem
como a importdncia de biocontroladores para o meio ambiente, foi possivel
promover um ensino interdisciplinar.

Na proposta, buscou-se alcancar uma das competéncias da Base Curricular
Para o Ensino do Parana (2021), na qual o aluno deve aprender a analisar e
investigar as situacdes problemas a fim de propor solugdes para as demandas

regionais ou locais utilizando tecnologias. Além disso, foi possivel colaborar para o
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cumprimento da habilidade (EM13CNT307) de “Analisar as propriedades dos
materiais para avaliar adequacgdes de seu uso em diferentes aplicagdes e/ ou propor
solugcdes seguras e sustentaveis considerando seu contexto local e cotidiano,”
(BNCC, 2021, p. 557) seja cumprida, por meio de uma aula que instigue o uso de
biocontroladores.

Por meio de uma perspectiva historico critica, este produto objetivou
desenvolver uma alternativa para que a educagdo nao apenas transmita
conhecimentos, mas estimule os estudantes ao senso critico, preparando-os para
atuar na sociedade de forma consciente e transformadora (Gasparin, 2011).

Da mesma forma, com esta abordagem histérico critica buscou-se integrar os
conteudos com Ciéncia, Tecnologia, Sociedade e Ambiente (CTSA) a fim de que os
estudantes compreendam estes setores e os relacionem com a vida cotidiana, bem
como observe sua importancia nas decisdes sociais (Prado; Sutil, 2021).

Nesse contexto, questionamentos centrais podem guiar as discussdes em
sala de aula: "Como podemos equilibrar a producéo de alimentos com a preservagao
ambiental?", "Qual o papel das politicas publicas na reducdo do uso de
agrotoxicos?". Para aprofundar essa discussao, propds-se atividades que permitam
aos estudantes compreender a realidade do uso de agrotdxicos, seus impactos
ambientais e os efeitos na saude humana. Além disso, pretende-se estimular uma
reflexao critica sobre alternativas sustentaveis e o papel da sociedade na busca por
solugdes viaveis.

Ao longo da aula, o professor pode introduzir conceitos fundamentais para
contextualizar o tema, tais como: O que sao agrotéxicos? Como sao produzidos?.
Apos essa introducéo, o foco se ampliara para a microbiologia e sua relagcdo com a
agricultura, explorando sua relevancia no desenvolvimento de praticas mais
sustentaveis.

Visto isso, se propés uma sequéncia de quatro aulas de Microbiologia,
integrando conteudos tedricos e praticos, que permitirdo a observagdo de
microrganismos presentes nas plantas, com énfase nos fungos. A organizagéo das
aulas tem por objetivo aprofundar os conhecimentos dos estudantes sobre os
seguintes temas: fungos, bactérias, parede celular, Reino Plantae e Reino Protista.
Além disso, abordar conceitos como: Diferenca de fungos filamentosos e leveduras;
Caracteristicas das bactérias e fungos; Distingdo de culturas mistas e pura, Tipos de

meios de culturas e suas aplicacdes; utilidade e fungcdo dos biocontroladores.
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No encerramento da sequéncia de aulas, pontuou-se sobre a importancia de
biocontroladores para o meio ambiente e tecnologias sustentaveis como a Quimica
Verde, em especial para aplicagcdo agricola, atendendo o objetivo principal da

pesquisa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.1 Caracterizagao dos microrganismos presente nas plantas

Apods os procedimentos de isolamento dos microrganismos pode-se verificar
visualmente na (Figura 11) 8 microrganismos aparentemente diferentes, sendo estes
6 fungos filamentosos e duas bactérias. Estes organismos receberam a seguinte

classificagao para fungo (M1, M2, M3, M4, M5, M6) e para as bactérias (Bac 1 e Bac
2).

Figura 10: Placas de petri no terceiro dia de inoculagdo em meio de cultura BDA, BHI e SD.
Inoculagéo feita a partir de aliquota dos extratos em diluigdo seriada em -1, -2, -3.Podendo visualizar
crescimento de meio de cultura misto apés 72 horas.

Fonte: A autora, 2025.



Figura 11: Microrganismos isolados de plantas carnivoras, em placas de Petri com meio de

cultura,totalizando seis fungos e duas bactérias distintas.

Fonte: A autora, 2025.
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As informagdes detalhadas sobre esses microrganismos estdo presentes no

Quadro (1), incluindo o local de isolamento, que abrange isolados de extratos da

raiz, vénus e planta inteira, com exceg¢ao da folha. Os dados indicam que o meio de

cultura Batata Dextrose Agar (BDA) proporcionou os melhores resultados em termos

de crescimento e diversidade microbiana.

Quadro 1 - Dados dos microrganismos isolados e as partes da planta Dionaea muscipula
juntamente com os respectivos meios de cultura em que cresceram.

Microrganismo Parte da planta onde foi Meio de Cultura
encontrado

M1 Raiz BDA

M2 Vénus SAB

M3 Planta Toda BDA

M4 Planta Toda BDA

M5 Planta Toda BDA

M6 Planta Toda BDA
BAC1 Planta Toda BHI
BAC2 Planta Toda BDA

Fonte: A autora, 2025.

Segundo o laboratério ProLab, o meio de cultura Batata Dextrose Agar auxilia

no desenvolvimento de leveduras e microrganismos filamentosos. Por ser rico em
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agucares e possuir uma grande quantidade de nutrientes, favorece a identificagao
morfoldgica das culturas, possibilitando a descoberta de diferentes espécies. Isto foi
comprovado no presente estudo pelo bom desenvolvimento dos microrganismos
isolados neste estudo. Na Tabela (1), observa-se que o meio permitiu o crescimento
dos organismos M1, M4, M5 e BAC 2 (ProLab, 2022).

Ja o meio Sabouraud Dextrose Agar ndo é restrito a grupos especificos de
fungos, sendo utilizado tanto para espécies patogénicas quanto nao patogénicas.
Além disso, este meio possui a adicdo de antibidtico cloranfenicol que o torna ainda
mais seletivo pois inibem a maioria das bactérias e fungos saprofitas por exemplo,
favorecendo o isolamento de outros organismos (Laborclin, 2019). A partir dele, foi
possivel observar o crescimento dos fungos M2 e M3, sugerindo particularidades
que necessitam de investigagdo mais aprofundada apos identificacdo da espécie por

meio de PCR e amplificacdo de DNA em futuras pesquisas.

4.1.2 Caracteristicas morfoldégicas dos microrganismos isolados

4.1.2.1 Morfologia colonial dos fungos

As caracteristicas morfolégicas das colonias de fungos analisadas no
presente trabalho foram avaliadas exclusivamente com base em suas propriedades
morfologicas, dentre as caracteristicas destacam-se: forma; bordas; pigmento;
relevo e consisténcia/ textura (Figura 12). A forma refere-se a configuragao geral das
colonias. As bordas permitem observar os desenhos e formatos das colénias. O
relevo tras informagdes referente a topografia das coldnias, enquanto a textura se
refere a descricdo da altura das hifas se caracterizando como a forma mais
relevante para a classificagcdo dos microrganismos. Por fim, o pigmento que traz
informacdes sobre a coloragao dos mesmos (UNESP, 2012).

O (Quadro 1) apresenta as caracteristicas morfologicas dos fungos
analisados, evidenciando semelhangas e diferengas entre eles. O M1 e o M2
compartilham caracteristicas semelhantes, como formato circular, bordas
arredondadas, pigmentagcdo branca na superficie e relevo cerebriforme com
consisténcia aveludada. No entanto, diferem na coloracdo do verso, sendo

totalmente branco no M1 e com bordas azul-claras no M2.
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O M3 se distingue dos dois primeiros por sua textura algodonosa e
pigmentacao bege, enquanto o M4, apesar de também apresentar formato circular,
exibe uma coloragdo esverdeada com elevacdo esbranquicada na superficie e
pigmento preto no verso, sugerindo um perfil distinto dos demais.

Ja o M5 se diferencia significativamente por sua consisténcia membranosa,
pigmentacdo amarelada e relevo rugoso, o que contrasta com a textura aveludada
dos primeiros fungos descritos. O M6, por sua vez, apresenta coloragao cinza na
superficie e esverdeada no verso, além de relevo rugoso, aproximando-se mais do
M5 em termos de textura, mas mantendo um padréo de pigmentacgao distinto.

A anadlise comparativa desses fungos sugere que, apesar de compartilharem
algumas caracteristicas morfolégicas, cada um possui particularidades que podem
indicar diferencas em suas classificagdes taxonémicas ou em suas condi¢cdes de
crescimento. Estudos adicionais, como testes bioquimicos e analises genéticas, séo

essenciais para uma identificacdo mais precisa.

Quadro 2: Apresentacdo das caracteristicas morfolégicas dos fungos analisados, como
formato, textura, relevo e pigmentacdo. Essas informagdes auxiliam na identificacdo e
diferenciacao entre os isolados.

Fungos Forma Bordas Pigmento Relevo Consisténci
a / textura
M1 Circular Arredondado Branco na | Cerebriform | Aveludada

superficie e | e
Verso

M2 Circular Arredondado Branco na | Cerebriform | Aveludada
superficie e | e
verso, com

bordas azul
claro
M3 Circular Arredondado | Bege no - Algodonosas
verso e
superficie
M4 Circular Arredondado | Esverdeado | Rugosas Aveludada
com
elevagao
esbranquica
da na
superficie e
preto no
verso
M5 Circular Arredondado | Amarelo na | Rugosas Membranosa

superficie e
no Verso
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com bordas
esbranquica
das.

M6 Circular Arredondado | Cinza na | Rugosas Aveludada
superficie e
esverdeado
no verso

Fonte: A autora, 2024.

Figura 12: Fungos encontrados com base na extragcéo de extratos feito da planta carnivora Dionaea
muscipula a partir do meio de cultura sélido: (A) fungo isolados da Raiz, (B) fungo isolado da vénus
da planta, (C, D, E,F) fungos isolados do extrato possuindo a planta toda.

Fonte: A autora, 2025.

4.1.2.2 Morfologia colonial das Bactérias

Ap6s o isolamento, as bactérias foram identificadas com base em suas
caracteristicas visuais e morfologicas, apresentadas na Figura (13) e organizadas no
Quadro (3), onde foram analisadas quanto a morfologia, pigmentagéo, superficie,
consisténcia e brilho. Em seguida, a coloragdo de Gram foi utilizada para confirmar
as observacbes e auxiliar na identificacdo microscépica, conforme ilustrado na
Figura (15).
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Figura 13: Bactérias isoladas para caracterizagdo em meio BHI e BDA. (A) Bactéria 1
apresenta coloragao alaranjada, consisténcia cremosa, brilhante. (B) Bactéria 2 possui pigmento
branco, superficie lisa, aparéncia fosca e consisténcia mucéide.

Fonte: A autora, 2025.

Quadro 3 - Apresentagao das caracteristicas morfolégicas das bactérias encontradas, como
morfologia, pigmentagao, superficie, consisténcia e brilho formato. Essas informagdes
auxiliam na identificacio e diferenciacdo entre os isolados.

Microrganismo | Morfologia | Colora | Pigmento | Superficie Consisténcia Brilho
cao de
gram

Bac 1 Cocos Gram | Alaranjada Lisa Cremosa Brilhant
positiva e

Bac 2 Cocos Grama Branco Lisa Mucodide Fosca
positiva

Fonte: A autora, 2025.

A analise morfolégica das colénias bacterianas apresentadas no Quadro (3)
revelou diferengas em pigmentagao, consisténcia e brilho. A bactéria 1, de coloragao
alaranjada, com consisténcia cremosa enquanto a outra evidéncia consisténcia
mucoide e coloragcdo branca. Enquanto a seu brilho enquanto a Bac 1 traz um brilho
aparente o outro organismo se dispde de forma distinta com o brilho fosco. Com
tudo, apesar dessas variacbes, ambas as bactérias possuem morfologia

semelhante, caracterizando-se como cocos, com formato arredondado e/ou oval.

4.2.2.3 Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram é um método essencial para a caracterizagao das
bactérias recém-isoladas, permitindo sua diferenciagdo com base na morfologia,
incluindo forma celular e arranjo (Madigan; Martinko, 2014a). A Figura (14) exibe

imagens das bactérias isoladas, capturadas por um microscopio Optico de campo
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claro (BRAX TECNOLOGIA), com aumento de 400X vezes. As laminas foram
preparadas conforme a metodologia descrita por Madigan e Martinko, (2014).

Na Figura (14), observa-se que, tanto na lamina (A) quanto na (B), a forma
celular predominante é a de cocos, caracterizados por seu formato arredondado ou

oval. Além disso, sua coloragao indica que ambas sao Gram Positivas.

Figura 14: Visao das laminas no microscépio 6ptico, aumento 400x vezes: coloragao de gram
realizado com as bactérias encontradas na planta Dionaea muscipula caracterizando-as como
bactérias gram positivas, roxa, apresentando morfologia em cocos. (A) Bac 1 a esquerda e (B) Bac 2
a direita.

Fonte: A autora, 2025.

As bactérias encontradas nas plantas carnivoras foram gram positivas,
ficando com coloragcédo roxa apos o procedimento de coloragao de gram, onde se
destacaram-se pelas diversas camadas de peptidoglicano em sua parede celular
(Teixeira, 2020). Essas bactérias sdo capazes de causar diversas infecgbes aos
seres humanos, apresentando uma crescente resisténcia aos antimicrobianos
representando um desafio significativo para a medicina (Tortora; Funke; Case,

2017).

4.3 Pareamento direto

4.3.1 Crescimento micelial dos isolados
A figura (15), apresenta os resultados do crescimento micelial dos diferentes

isolados da Dionaea muscipula e da Sclerotinia sclerotiorum no meio de cultura. Foi
possivel verificar uma variagdo no crescimento dos antagonistas, enquanto o
crescimento do patogeno foi superior em comparagdo aos demais tratamentos.

Apenas um dos tratamentos obteve um crescimento significativo.



33

Entre os isolados analisados, o fungo F3 destacou-se por possuir o maior
crescimento micelial, uma caracteristica desejavel indicando um potencial efeito
inibitério (Figura 16). Essa capacidade de crescimento rapido sugere sua eficacia
como antagonista no controle de patogenos. De acordo com os autores Carvalho et
al., (2021) retratam que o crescimento do rapido do microrganismo é uma
caracteristica chave para antagonista, pois estes competem por nutrientes, espago e
oxigénio, limitando assim o desenvolvimento dos patégenos (Carvalho et al., 2021a).
Além disso, os mesmos autores complementam que muitos antagonistas
apresentam a capacidade de produzir e liberar metabdlitos secundarios que inibem o
crescimento micelial dos fitopatogenos (Carvalho et al., 2021b). Essas
caracteristicas tornam os produtos biolégico no manejo de doengas de plantas, uma

alternativa valiosa, contribuindo para um controle mais sustentavel e eficiente.
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Figura 15. Crescimento micelial (mm) dos fungos (A) e bactérias (B) isolados das partes aéreas da
espécie Dionaea muscipula comparando com o fitopatdégeno Sclerotinia sclerotiorum in vitro do
primeiro ao sétimo dia de incubagéo.

Fonte: A autora, 2025.

Durante o periodo de analise, realizado do primeiro ao sétimo dia, o
crescimento do fungo 3 (F3) e o da Sclerotinia estendeu-se até o terceiro dia, apos
esse periodo, ambos preencheram completamente as placas de Petri (Figura 16). O
isolado 3, apresentou diametro de 30, 60, 92 mm, comparado com o fitopatégeno,
no qual, apresentou didmetros de 27,1, 73,1 e 92 mm, respectivamente. Esses

resultados podem ser justificados pelo fato de que essa espécie de fungo apresenta
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uma esporulacdo abundante e rapido crescimento, comparados com os demais

isolados.

Figura 16. Crescimento micelial (mm) do fungo F3 isolado da parte aéreas da espécie Dionaea
muscipula comparando com o fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum in vitro do primeiro ao sétimo dia
de incubagao.

Fonte: A autora, 2025.

4.3.2 Teste de pareamento de culturas

Os resultados relacionado ao teste de pareamento direto envolvendo os
fungos e bactérias endofiticos isolados de plantas carnivoras da espécie Dionaea
muscipula em competicdo direta contra o fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum
avaliando seu percentual de inibigdo ao longo de sete dias, estdo presente conforme
na Tabela 2.



35

Tabela 2. Crescimento dos fungos e bactérias (B) isolados das partes aéreas da
espécie Dionaea muscipula comparando com o fitopatégeno Sclerotinia sclerotiorum

in vitro do primeiro ao sétimo dia de incubagdo em meio BDA.

Tratamentos Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7
Fungo 1 42,5 ab 47.9b 33,33b 80,8b 80,83 b 62,33ab 27,56 c
Fungo 2 39,33 abc  47,16b 36,8Db 75,2¢c 749¢c 16,26 c 16,5d
Fungo 3 29,16 abc 44,76b 36,56 b 60,36 d 60,36 d 31,8 bc 40,7 b
Fungo 4 25,43 abc 40,16b 74,73 a 75,36 ¢ 75,13 ¢ 20,66 c 29,96 c
Fungo 5 37,73 abc  48,7b 77,53 a 75,93 c 76,2c 15,28 ¢ 28,07c
Fungo 6 35,8abc  44,5b 77,8 a 78,06 bc 74,96 c 18,1 ¢ 29,83c
Bactéria 1 46,733a 87,93 a 90,1 a 89,16 a 78,03bc  --- -
Bactéria 2 17,36 ¢ 50,1b 91,76 a 92 a - - -
Sclerotinia 21,9 bc 57,73ab 82,1a 92 a 92 a 92 a 92 a
CV% 23,03% 21,09% 9,24% 1,79 1,88 38,41 10,97

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, n&do diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. CV: coeficiente de variagao.

No primeiro dia, a bactéria 1 apresentou o maior percentual de inibicdo com
46, 73%, em comparagao com a bactéria 2, que teve um menor valor de inibicdo. Os
demais tratamentos nao diferiram estatisticamente entre si. No segundo dia, a
bactéria 1 continuou a mostrar uma inibicdo significativa, enquanto os outros
tratamentos nao diferiram estatisticamente.

No terceiro dia, os fungos 4 a 6 e as bactérias mostraram um valor de inibigao
superior, mas sem diferenca estatistica em relagdo a cultura da Sclerotinia. No
entanto, os fungos 1, 2 e 3 apresentaram menores percentuais de inibigdo. No
quarto dia, as bactérias 1 e 2 foram superiores em comparacido aos demais
tratamentos e ndo diferindo da testemunha, enquanto o fungo 3 obteve menor
percentual de inibigdo. E o fungo 3 obteve menor teor de inibigao.

No quinto dia, o crescimento do fungo Sclerotinia superou o das bactérias.
Isso pode ser explicado pelo desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelo
fungo, mudancgas nas condi¢des do meio que favoreceram seu crescimento, ou
esgotamento de nutrientes e espago, favorecendo o crescimento micelial. A

Sclerotinia é capaz de sobreviver por longos periodos, mesmo em condi¢gdes de
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estresse (Souza et al.,2023). No sexto e sétimo dia, a Sclerotinia (controle) foi
superior aos microrganismos avaliados, demonstrando sua severidade ao longo do
tempo.

O estudo demonstrou que os fungos e bactérias apresentam potencial
antagonista contra o fitopatdogeno Sclerotinia sclerotiorum ao longo do periodo
avaliado. No entanto, a eficacia desses agentes biolégicos foi comprometida devido
a capacidade intrinseca do mofo branco, principalmente nos dias finais de avaliagao,
ressaltando a necessidade de estratégias integradas como combinagdes sinérgicas
de fungos e bactérias.

Isso se da pela fisiologia do patdégeno, justamente por ser altamente severo,
diminuindo a eficacia de muitos antagonistas. Tendo como principal explicagao para
essa ocorréncia a producado de esclerodios, estruturas de resisténcia capazes de
sobreviver por longos periodos no solo, mesmo que as condigbes n&o sejam
propicias para o seu desenvolvimento (Hossain et al; 2024). Além disso, a
Sclerotinia produz varias proteinas, incluindo enzimas hidroliticas e toxinas, que
facilitam a formacdo de uma almofada de infeccdo e aceleram a colonizagao,

auxiliando na infecgéo de células hospedeiras (Duo; Yin; Wang, 2025).

4.4 Extracdo de DNA

Apds a extragdo do DNA utilizando o protocolo de Weinsing et al., (1995), foi
realizada a eletroforese (KASVI) para confirmar os resultados obtidos. A
quantificacéo foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1%, 40 mL tampéo e
0,4 de agarose corado com corante Safer dye (KASVI) em seguida, leu-se a amostra
através de um fotodocumentador de imagens com luz ultravioleta para observagao
de sua fluorescéncia. A partir disso, constatou-se que o procedimento foi
bem-sucedido, como evidenciado pela presengca de bandas no DNA total extraido,
(Imagem 17). E possivel analisar que as bandas mais nitidas estéo representadas
pelos organismos M3, M4, M5 e M6 exceto nas duas primeiras amostras, produzidas
pelos fungos M1 e M2 cujas bandas apresentaram-se com uma menor nitidez.
Assim, a proxima etapa deste procedimento sera a realizagdo do PCR para o

isolamento e identificagdo dos genes das espécies encontradas.
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Figura 17: Banda de DNA total. Banda de DNA do fungo M1 e M2 com qualidade reduzida,
ou seja, pouco nitido, diferente disto as bandas M3,M4,M5 e M6 indicam uma qualidade maior na
corrida do gel e sua expresséo na banda.

Fonte: A autora, 2024.
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CONCLUSAO

No que concerne ao presente trabalho, teve como principal objetivo explorar o
potencial biotecnoldgico da planta carnivora Dionaea muscipula, com énfase em sua
acao herbicida e antifungica no combate a Sclerotinia sclerotiorum. Os resultados
indicaram que o microrganismo isolado M3 apresentou o maior crescimento micelial
entre os organismos identificados, sugerindo um efeito inibitério sobre a doenga. No
entanto, sua eficacia foi comprometida pela resisténcia intrinseca do mofo branco,
especialmente nos estagios finais da avaliagdo, destacando a necessidade de
estratégias integradas, como combinacgdes sinérgicas de fungos e bactérias.

A analise microbiana revelou a presenga de espécies promissoras para o
desenvolvimento de produtos biotecnolégicos, corroborando a hipétese inicial de que
0s microrganismos isolados da planta desempenham papel inibitério ao patdgeno.
O fungo M3 apresentou esporulagdo abundante e rapido crescimento,
caracteristicas que reforgam o potencial dos produtos biolégicos no manejo de
doencas de plantas como uma alternativa sustentavel e eficiente. No entanto,
investigacbes quimicas e bioquimicas mais aprofundadas sdo necessarias para
ampliar o conhecimento sobre os isolados. Além disso, recomenda-se a realizagao
de PCR para identificagao das espécies.

No que diz respeito ao material didatico, sua aplicagdo em sala de aula,
especialmente em colégios com técnicos agricolas integrados, demonstrou-se
proveitosa, pois visa despertar o interesse dos estudantes por temas cientificos e
contribuir para a aquisicdo do conhecimento cientifico, unindo as atividades
propostas ao seu contexto social.

Por fim, este estudo busca contribuir para a comunidade cientifica, e,
portanto, pretende-se dar continuidade as pesquisas com plantas carnivoras,

aprofundando o entendimento sobre seu potencial e suas possiveis aplicagdes.
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INTRODUGAO:

Este produto educacional tem como publico alvo professores do ensino médio
integrado ao ensino técnico. Segundo o Ministério da Educag¢ao (2014), no Ensino
Médio integrado o aluno recebe a formagado basica referente ao Ensino Médio e o
profissional. Deste modo, buscou-se atender as especificagbes da ementa dos
colégios agricolas integrado ao ensino médio, principalmente da disciplina de
Biologia, onde os conteudos abordados nestas aulas serdo: Reino Fungi, Bactérias e
Protozoarios.

Procura-se por meio deste trabalho trazer discussbes sobre doencas
causadas por fungos, relacionado com assuntos de Biotecnologia, visando questdes
referente a nogbes de doengas e pragas agricolas, bem como a importancia de
biocontroladores para o meio ambiente, almejando promover um ensino
interdisciplinar.

Através de uma perspectiva histérico critica, este material objetiva-se
desenvolver uma educagao que nao apenas transmite conhecimentos, mas estimula
nos estudantes o senso critico, preparando-os para atuar na sociedade de forma
consciente e transformadora (Gasparin, 2011). Juntamente com esta abordagem,
buscou-se relacionar os conteudos com Ciéncia, Tecnologia, Sociedade e Ambiente
(CTSA) a fim de que se possa compreender como estes setores se relacionam entre
si e se integram na vida cotidiana, bem como em decisdes sociais (Prado e Sultil,
2021).

Com a finalidade de propor um objetivo educacional, busca-se alcancar a
competéncia da Base Curricular Para o Ensino do Parana (2021), no qual o
estudante deve aprender a analisar e investigar as situagdes problema a fim de
propor solugdes para as demandas regionais ou locais utilizando tecnologias. Além
disso, com a presente proposta € possivel colaborar para cumprimento da habilidade
de “Analisar as propriedades dos materiais para avaliar adequag¢des de seu uso em
diferentes aplicagdes {...} e/ou propor solugdes seguras e sustentaveis considerando
seu contexto local e cotidiano” seja cumprida, através de uma aula que instigue o
uso de biocontroladores.

Com base nisso, propde-se uma sequéncia de quatro aulas de microbiologia,
integrando conteudos tedricos e praticos, que permitirdo a observagcdo de

microrganismos presentes nas plantas, com énfase nos fungos. O objetivo deste



47

trabalho € aprofundar os conhecimentos dos estudantes sobre os seguintes temas:
fungos, bactérias, parede celular, Reino Plantae e Reino Protista. Além disso, serao
abordados conceitos como: Diferengca de fungos filamentosos e leveduras;
Caracteristicas das bactérias e fungos; Distingdo de culturas mistas e pura, Tipos de
meios de culturas e suas aplicacdes; utilidade e fungcado dos biocontroladores.

Deste modo as atividades propostas aqui tem como finalidade trazer uma
perspectiva de investigacdo para sala de aula colocando o discente também como

produtor de conhecimento.



1. Quadro sintese:
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BNCC

HABILIDADE(S)

(EM13CNT203) Avaliar e prever efeitos de interven¢des nos
ecossistemas, e seus impactos nos seres vivos e no corpo
humano, com base nos mecanismos de manutencéo da vida,
nos ciclos da matéria e nas transformacodes e transferéncias
de energia, utilizando representacdes e simulagdes sobre
tais fatores, com ou sem o uso de dispositivos e aplicativos
digitais (como softwares de simulagao e de realidade virtual,
entre outros).

(EM13CNT205) Interpretar resultados e realizar previsdes
sobre atividades experimentais, fendmenos naturais e
processos tecnolégicos, com base nas nogdes de
probabilidade e incerteza, reconhecendo os limites
explicativos das ciéncias.

UNIDADE(S)
TEMATICA(S)

Vida, Terra e Cosmos.

COMPETENCIA
ESPECIFICA DE
BIOLOGIA

Analisar e utilizar interpretacdes sobre a dindmica da Vida,
da Terra e do Cosmos para elaborar argumentos, realizar
previsbes sobre o funcionamento e a evolugdo dos seres
vivos e do Universo, e fundamentar e defender decisoes
éticas e responsaveis.

COMPETENCIA
GERAL DA
EDUCACAO

BASICA

Exercitar a curiosidade intelectual e recorrer a abordagem
prépria das ciéncias, incluindo a investigacao, a reflexdo, a
analise critica, a imaginagao e a criatividade, para investigar
causas, elaborar e testar hipoteses, formular e resolver
problemas e criar solugdes (inclusive tecnoldgicas) com base
nos conhecimentos das diferentes areas.

REFERENCIAL
CURRICULAR DO
PARANA

(EM13CNT203) Avaliar e prever efeitos de intervencdes nos
ecossistemas, e seus impactos nos seres vivos € no corpo
humano, com base nos mecanismos de manutencao da vida,
nos ciclos da matéria e nas transformacdes e transferéncias
de energia, utilizando representagbes e simulagdes sobre
tais fatores, com ou sem o uso de dispositivos e aplicativos
digitais (como softwares de simulacao e de realidade virtual,
entre outros).

(EM13CNT205) Interpretar resultados e realizar previsdes
sobre atividades experimentais, fendmenos naturais e
processos tecnolégicos, com base nas nogdes de
probabilidade e incerteza, reconhecendo os limites
explicativos das ciéncias.

OBJETIVOS DE
APRENDIZAGEM

Compreender o que sao fungos e bactérias;

Reconhecer a microbiota do ambiente por meio da

inoculacao e diferenciacao de culturas pura e mista;
Diferenciar os grupos de microrganismos (fungos e

bactérias).
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OBJETO(S) DE Ciéncias da Natureza, Biologia.
CONHECIMENTO

2. Problematizagoes que podem ser desenvolvidas ao longo das aulas:

QUAL A REALIDADE A SER QUESTIONADA?

"Como podemos equilibrar a produgao de alimentos com a preservacdo ambiental ? *

Liberacao de agrotoxicos bate recorde em
2024

Gipronlar préte

0 ie com a entrada em vigor do Novo marco
5, sancionado com vetos pelo presidente Luiz Indcio

anguanta

Substituicdo de agrotdxicos perigosos

Em outubre do ang sado, 0 JOVerno anunciou que esta est
substl‘tult;ao de agrmoxrcos considerados altamente toxicos e pcrlgosas a
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https://www.cnnbrasil.com.br/politica/liberacao-de-agrotoxicos-bate-recorde-em-2024

[
QUESTOES PROBLEMATIZADORAS/DESAFIADORAS DA REALIDADE
SOCIAL CULTURAL POLITICA ECONOMICA CIENTIIFICA
Como os Como a Quais séo as Quanto o Brasil Quais os avancgos
quimicos sociobio-econo politicas lucra com a da bioprospeccao
utilizados na mia ambientais para agricultura no desenvolvimento
agricultura desenvolvida utilizacéo de atualmente ? de produtos
podem agir pelos povos e produtos e bioldgicos, hoje em
no meio comunidades microrganismos dia ?
ambiente e tradicionais no solo ?
organismo podem auxiliar
humano ? no
desenvolviment
o sustentavel
do pais?

3. Contelidos:

CONTEUDOS/CONCEITOS SELECIONADOS

COMPONENTE CURRICULAR BIOLOGIA

COMPONENTE CURRICULAR
INTERDISCIPLINAR

- Botanica
- Bactérias
- Fungos
- Virus

- Potugués - interpretacdo de textos e
graficos
- Artes - interpretagdo de imagens

4. Vivéncia cotidiana dos conteudos:

O QUE OS ESTUDANTES JA SABEM ?

O QUE PRECISAM SABER MAIS ?

- O que sao Fungos?

- O que sao bactérias ?
- Parede celular

- Reino Plantae

- Reino protista

- Diferenga de fungos filamentosos e
leveduras

- Caracteristicas das bactérias e
fungos

- Culturas mistas e pura

- Meios de cultura

- Biocontroladores



https://www.cnnbrasil.com.br/politica/liberacao-de-agrotoxicos-bate-recorde-em-2024/
https://www.cnnbrasil.com.br/politica/liberacao-de-agrotoxicos-bate-recorde-em-2024/
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5. Encaminhamentos para as aulas:

AULA 1

Problematizagao:

Nesta aula inicial o professor pode iniciar a aula com os seguintes questionamentos:

Liberacao de agrotoxicos bate recorde em
2024

Jodig Rosa, da GNN. | Brasilia

Gigmaglar prete

e

A partir da abordagem Ciéncia, Tecnologia, Sociedade e Ambiente (CTSA), o
professor pode iniciar a aula com os seguintes questionamentos:

e "Como podemos equilibrar a producao de alimentos com a preservagao

ambiental?"

e "Qual o papel das politicas publicas na redugéo do uso de agrotdoxicos?"
Para aprofundar a discussdo, os alunos podem assistir ao video "Seminario de
politicas publicas sobre redugcdo de agrotoxicos reune especialistas e
parlamentares”(https://www.youtube.com/watch?v=N_qH_DAEKXo) e realizar a
leitura da noticia "Liberagao de agrotoxicos bate recorde em 2024".
O objetivo dessas atividades € levar os estudantes a compreenderem a realidade do
uso de agrotoxicos, seus impactos ambientais e efeitos na saude humana. Além
disso, busca-se incentivar uma reflexdo critica sobre alternativas sustentaveis e o
papel da sociedade na busca por solugdes.
Ao longo da aula, serao introduzidos conceitos fundamentais, como:

e O que sao agrotoxicos?



https://www.youtube.com/watch?v=N_qH_DAEKXo

e Como sao produzidos?
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Apods essa introdugcdo ao tema, a aula passara a ter foco na microbiologia e sua

relacdo com a agricultura. Serdo abordados os seguintes tépicos:

O que é microbiologia?

O que a microbiologia estuda?

Quais sao as areas de aplicagao da microbiologia?

Principais grupos de microrganismos: Bactérias; Fungos e Protozoarios
Aplicagbes praticas da microbiologia na agricultura.

A relagcédo dos microrganismos com a saude das plantas.

Exemplos de patégenos agricolas.

O que sao biofertilizantes?

Como as empresas utilizam biolégicos no contexto atual?

O intuito é proporcionar uma compreensdo ampla e integrada da microbiologia,

destacando suas aplicagdes praticas e importancia para diversos setores.
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AULA 2

Objetivo da aula:

Apds a base tedrica adquirida na aula anterior, os estudantes estardo mais
familiarizados com os microrganismos. Nesta aula, sera realizada uma
demonstracdo de como utilizar o microscopio para facilitar a visualizagdo dos
microrganismos. Ao final da aula pratica, espera-se que os estudantes consigam
diferenciar  bactérias gram-positivas e gram-negativas, caracterizar 0s

microrganismos observados e utilizar o microscépio de forma correta.
Material necessario:

e Microscépio

e Laminas de bactérias gram-positivas e gram-negativas

e Laminas de bactérias e fungos distintos para observacgao das caracteristicas
e Jaleco

e luvas
Metodologia:

1. Observar bactérias, fungos e outros microrganismos utilizando laminas
pré-montadas.
2. Apresentar [aminas contendo diferentes bactérias e fungos, explicando suas

principais caracteristicas, como: pigmentacao, textura, borda e forma.

Atividade Pratica: Os estudantes deverdao elaborar o Relatério de Pratica de
Microbiologia 1, no qual deverao registrar suas observagdes, caracterizando os
microrganismos analisados eles devem focar em aspectos como textura, forma,
pigmentacado, elevagao, consisténcia e bordas. Apds isso detalhar o processo de

diferenciagao entre bactérias gram-positivas e gram-negativas.
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AULA 3

Objetivo da aula:

Nesta aula, sera abordado o processo de isolamento e cultivo de microrganismos a
partir de amostras de plantas, utilizando placas de Petri com agar nutritivo. Serédo
apresentados os principais tipos de meios de cultura empregados na microbiologia,
com énfase na distincdo entre meios solidos e liquidos. Também sera explicada a
diferenca entre esses dois tipos de meios, considerando suas aplicacbes e

finalidades.
Material necessario:

e Placas de Petri

e Agar nutritivo

e Amostras de extrato de plantas para inoculagao
e Lamparina de vidro

e Alca de drigalski.

e Alca de inoculagdo ou swab

Atividade Pratica 2:

A turma sera dividida em grupos, e cada equipe devera inocular uma amostra em
placas de Petri, seguindo as normas de seguranga e procedimentos de laboratério.
O objetivo é observar o crescimento das colénias de bactérias e/ou fungos na
proxima semana, quando os estudantes deverao analisar e diferenciar os meios de

cultura utilizados, identificando se o cultivo € misto ou puro.
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AULA 4

Objetivo da aula:

Nesta aula, os estudantes deverdo analisar os meios de cultura preparados na
semana anterior, verificando se estdao mistos, além de aprender a distinguir fungos,
leveduras e bactérias. Para isso, cada estudante recebera uma placa de Petri
contendo diferentes microrganismos inoculados. A tarefa consiste em selecionar um
microrganismo especifico para analise e caracteriza-lo detalhadamente no relatério
2. Além disso, o estudante devera refletir sobre o impacto dos microrganismos na
agricultura, respondendo a seguinte questao: Qual o impacto dos microrganismos
na agricultura? Escreva uma agao pratica que podemos adotar para diminuir
os impactos dos agrotoxicos no meio ambiente, saude e sociedade. Justifique

sua resposta.
Material necessario:

e Placas de Petri com diferentes microrganismos inoculados

e Lupa
Instrugdes para a tarefa:

e Escolher um microrganismo para analise.

e Caracterizar o microrganismo observado e documentar suas caracteristicas
no relatorio.

e Responder a questdo: Qual o impacto dos microrganismos na agricultura?
Escreva uma agao pratica que podemos adotar para diminuir os impactos dos
agrotoxicos no meio ambiente, saude e sociedade. Justifique sua resposta.

e Elaborar um plano de controle e manejo para o microrganismo selecionado,

com foco em sua gestao no contexto do cultivo agricola.

Avaliacao do Relatério Pratico 2: O relatério sera realizado de forma individual e

sera avaliado com base nos seguintes critérios:

e Descricao clara e precisa das observacgoes realizadas na placa escolhida para

analise.



Clareza na explicagao sobre o impacto dos microrganismos na agricultura.
Qualidade na caracterizagdo dos microrganismos.
Criatividade e viabilidade do plano de controle e manejo proposto para o

microrganismo no cultivo agricola.
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o7

Nome:

NO

Disciplina

Nota:

Relatoério 1

1. Em grupo vocés deverao registrar suas observagdes caracterizando os

microrganismos analisados

Microrganismo

Forma

Bordas

Pigmento

Superficie

Brilho

Elevagao

Consisténcia

2. Detalhe o processo de diferenciacdo entre bactérias gram-positivas e

gram-negativas.
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ANEXO Il DE ATIVIDADES - SEQUENCIA DIDATICA

Nome: N°

Disciplina Nota:

Relatério 2

1. Com base nos conhecimentos adquiridos nas ultimas aulas, com o microrganismo
de sua escolha realize sua caracterizagdao no espaco abaixo.

- Escolher um microrganismo para analise.

- Caracterizar o microrganismo observado e documentar suas caracteristicas

no relatorio.
Microrganism | Form Bordas Pigmento | Superficie Brilho Elevacado | Consisténcia
o a

2. Qual o impacto dos microrganismos na agricultura?Responder a questao: Escreva
uma agao pratica que podemos adotar para diminuir os impactos dos agrotéxicos no
meio ambiente, saude e sociedade. Justifique sua resposta.

3. Elabore um plano de controle e manejo para o microrganismo selecionado, com
foco em sua gestao no contexto do cultivo agricola.
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PARECER PARA VALIDACAO DE PRODUTO EDUCACIONAL

DADOS DO PRODUTO

Autor: Académica Regiane Silva Lima
Orientadora: Prof* Dr* Rosilene Aparecida Prestes
Titulo do Produto: Sequéncia didatica de microbiologia

DADOS DO AVALIADOR

Nome:
Titulagao:
[nstitui¢do:

PARECER

Andlise da ESTRUTURA (considerar o nimero de itens mencionados, a distribuigio das
categorias e organizacgio visual)

Avaliaciio

{ ) Muite Adequado () Adequado ( ) Razoavelmente Adequado () Pouco Adequado { ) Inadequado

Consideragoes (apontamentos sobre pontos positivos, fragilidades e sugestoes):
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Analise do CONTEUDO (considerar pertinéncia dos itens selecionados, clareza das proposicoes e
qualidade textual).

Avaliacio
{ ) Muito Adequado ( ) Adequado ( ) Razeavelmente Adequado ( ) Pouco Adequado ( ) Inadequado

Consideragdes (apontamentos sobre pontos positivos, fragilidades e sugestdes):

Analise da VIABILIDADE (considerar se o produto fornece indicadores necessarios para
contribuigdo da formacgao profissional dos estudantes)

Avaliacio

( ) Muito Adequado ( ) Adequado ( ) Razoavelmente Adequado ( ) Pouco Adeguado ( ) Inadequado

Considerag¢oes (apontamentos sobre pontos positivos, fragilidades e sugestoes):

Andlise do CONTEUDO (considerar pertinéncia dos itens selecionados, clareza das proposicdes e
qualidade textual).

Avaliacio
( )} Muito Adequado ( ) Adequado { ) Razeavelmente Adequado { ) Pouco Adequado () Inadeguado

Consideragaes (apontamentos sobre pontos positivos, fragilidades e sugestoes):

Andlise da RELEVANCIA (considerar se o produto educacional siio vidveis para o contexto escolar
)

Avaliacio

{ ) Muito Adequado ( ) Adequado ( ) Razoavelmente Adequado ( ) Pouco Adeguado ( ) Inadegquado

Consideracoes (apontamentos sobre pontos positivos, fragilidades e sugestoes):

Analise do CONTEUDO (considerar pertinéncia dos itens selecionados, clareza das proposicoes e
gualidade textual ).

Avaliacio
{ ) Muito Adequado ( ) Adequado ( ) Razoavelmente Adequado ( ) Pouce Adequado ( ) Inadequado

Consideragdes (apontamentos sobre pontos positivos, fragilidades e sugestdes):
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