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RESUMO

A transic8o para uma agricultura sustentavel & essencial para mitigar os impactos ao
meio ambiente e garantir a seguranca alimentar. A pesquisa desenvolvida envolve
adubos organicos e agentes de controle biolégico, com tendencia a reducdo da
dependéncia de agroquimicos. O objetivo geral deste trabalho foi analisar o
crescimento, a estabilidade e a vida Gtil dos agentes de controle biologico (Bacillus
aryabathai, Bacillus subtilis, Beauveria bassiana, Trichoderma e Metarhizium
anisopliae) em fertilizantes organicos disponiveis no mercado. O estudo foi realizado
no Laboratério de Bioprocessos da Universidade Federal do Triangulo Mineiro
(UFTM), em Uberaba, MG, de agosto de 2022 a janeiro de 2024, utilizando um
delineamento inteiramente casualizado com cinco amostras comerciais de fertilizantes
organicos inoculados com diferentes agentes de controle bioldgico. As condi¢cdes
experimentais foram controladas para temperatura ambiente sem ventilagdo. O
crescimento microbiano foi avaliado utilizando técnicas de quantificacdo de carga
microbiana (spread-plate e pour plate) e de avaliacdo da vida util das combinacdes,
seguido por analise estatistica de variancia (ANOVA) e tamanho do efeito eta
quadrado (n?). Os resultados do estudo mostraram diferengas significativas (p>0,05)
na estabilidade e vida util de microrganismos em fertilizantes organicos testados.
Bacillus subtillis e Trichoderma spp. demonstraram crescimento estavel por até seis
meses, enquanto B. aryabhattai, Metarhizium spp. e Beauveria bassiana
apresentaram vida Gtil de 4 a 8 dias. Trichoderma spp. mostrou alta adaptabilidade,
mantendo desempenho uniforme em todos o cinco fertilizantes avaliados, o que n&o
foi observado nos outros microrganismos. Concluimos que na amostra 2M houve
melhor adaptacéo do B. subtilis, para a amostra 4M e 5M o M. anisopliae e a amostra
5M os microrganismos B. aryabhattai e a Beauveria bassiana.

Palavras-chave: sustentabilidade; estimulante vegetal; fertilizantes organominerais.



ABSTRACT

The transition to sustainable agriculture is essential to mitigate environmental impacts
and guarantee food security. The research carried out involves organic fertilizers and
biological control agents, with a tendency to reduce dependence on agrochemicals.
The general objective of this work was to analyze the growth, stability and lifespan of
biological control agents (Bacillus aryabathai, Bacillus subtilis, Beauveria bassiana,
Trichoderma and Metarhizium anisopliae) in organic fertilizers available on the market.
The study was carried out at the Bioprocess Laboratory of the Federal University of
the Triangulo Mineiro (UFTM), in Uberaba, MG, from August 2022 to January 2024,
using a completely randomized design with five commercial samples of organic
fertilizers inoculated with different biological control agents. The experimental
conditions were controlled to room temperature without ventilation. Microbial growth
was assessed using microbial load quantification techniques (spread-plate and pour
plate) and evaluation of the shelf life of the combinations, followed by statistical
analysis of variance (ANOVA) and eta square effect size (n?). The results of the study
showed significant differences (p>0.05) in the stability and shelf life of microorganisms
in the organic fertilizers tested. Bacillus subtillis and Trichoderma spp. showed stable
growth for up to six months, while B. aryabhattai, Metarhizium spp. and Beauveria
bassiana showed a useful life of 4 to 8 days. Trichoderma spp. showed high
adaptability, maintaining uniform performance in all five fertilizers evaluated, which was
not observed in the other microorganisms. We conclude that B. subtilis adapted best
to the 2M sample, M. anisopliae to the 4M.

Keywords: sustainability; plant stimulant; organomineral fertilizers.
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1 INTRODUCAO

O setor agricola assume um papel de grande importancia econdémica,
direcionando-se cada vez mais para praticas que minimizem as emissdes de carbono.
Essa transicdo para uma agricultura de baixo carbono ndo é apenas uma resposta a
demanda crescente por seguranca alimentar, mas também uma estratégia essencial
na mitigacdo dos efeitos adversos das emissdes de gases de efeito estufa (Silva;
Nunes; Andrade, 2020).

Estudos na area da agricultura de baixo carbono, como o de Smith et al. (2008),
destacam a eficacia de praticas como a reducéo do uso de fertilizantes nitrogenados
e 0 manejo sustentavel de residuos agricolas nesse contexto. Além de contribuir para
a segurancga alimentar, conforme ressaltado por Vermeulen; Campbell; Ingram (2012),
a agricultura de baixas emissdes de carbono desempenha um papel crucial na
adaptacao as mudancas climaticas e na reducdo dos impactos ambientais associados
a producdo agricola.

Neste cendrio, destaca-se a importancia crucial da utilizacdo de produtos a
base organica para a agricultura regenerativa, conforme apontado por Primavesi
(2002). Em seu estudo, a autora ressalta que, apesar da integridade dos fertilizantes
minerais, sua aplicacdo isolada ndo é suficiente para sustentar a vida no solo ou
manter sua produtividade a longo prazo sem a indispensavel reposicdo da matéria
organica. Ela também enfatiza a necessidade de integrar praticas que promovam a
regeneracdo do solo, evidenciando sua relevancia no contexto da agricultura
sustentavel.

O controle biolégico € uma pratica fundamental para promover a
sustentabilidade na agricultura, ao utilizar agentes de controle biolégico para suprimir
populacdes de pragas. Estudos conduzidos na Universidade de S&o Paulo (USP)
demonstraram que o controle bioldgico ndo apenas melhora a salude das culturas,
mas também pode aumentar a produtividade agricola a longo prazo (Parra, 2014).
Yamada; Xu (2001) ao testar fertilizantes orgéanicos inoculados com microrganismos
benéficos observou que as concentragfes de acidos organicos e fosforo aumentaram
promovendo sistemas agricolas mais equilibrados e sustentaveis.

A integracdo da adubac&o organica e controle biolégico é uma estratégia
amplamente estudada na literatura académica para promover a sustentabilidade

agricola. A adubacgdo organica, proveniente de fontes naturais como residuos de
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plantas e esterco, melhora a qualidade do solo, fornecendo nutrientes essenciais
(Alvarez, 2016; Maeder et al., 2002). O controle biolégico, ao utilizar organismos vivos
para suprimir pragas, minimiza o uso de pesticidas quimicos, preservando a
biodiversidade agricola (Gurr; Wratten; Altieri, 2005; Kremen; Williams; Thorp, 2002).
Estudos indicam que essa integracéo beneficia a satde do solo, reduz a dependéncia
de insumos quimicos e mitiga impactos ambientais associados a agricultura
convencional (Altieri, 1999; Pretty et al., 2018).

Na observacdo da combinagdo entre compostos organicos e agentes de
controle biologico, € crucial entender a estabilidade e a vida Gtil dessas combinacdes
estudadas. A compreensdo desses aspectos € essencial para garantir a eficacia e a
durabilidade dos produtos agricolas desenvolvidos. Isso permite que os agricultores
tenham confianca na aplicacdo dessas solugcdes em seus cultivos, proporcionando
resultados consistentes ao longo do tempo. Além disso, a avaliacdo da estabilidade e
da vida util possibilita uma melhor gestdo da cadeia de suprimentos, garantindo que
os produtos estejam disponiveis quando necesséario e mantenham sua qualidade até
0 momento da aplicagdo. Portanto, compreender a estabilidade e a vida util dessa
unido é fundamental para o sucesso e a adocdo generalizada dessas inovacfes na
agricultura sustentavel (Carmo et al., 2019).

O objetivo deste estudo foi aprofundar o entendimento da combinacdo dos
Fertilizantes organicos com os agentes de controle biolégico, visando otimizar a
sustentabilidade dos sistemas agricolas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o crescimento, a estabilidade e a vida util de agentes de Controle
Biologico em fertilizantes organicos disponiveis no mercado, em condicdes

controladas, em Uberaba-MG.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o crescimento dos microrganismos (agentes de controle
bioldgico) inoculados nos fertilizantes organicos disponiveis no mercado.
e Avaliar a adaptagéo dos microrganismos nos produtos inoculados;

e Avaliar tempo de vida dos microrganismos nos produtos testados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FERTILIZANTES, AGROQUIMICOS E MEIO AMBIENTE

Compreender os diferentes elementos utilizados na agricultura é fundamental
para avaliar seus impactos e beneficios. Os fertilizantes, por exemplo, séo substancias
aplicadas nas culturas para fornecer nutrientes essenciais ao seu desenvolvimento.
Eles podem ser de origem organica ou inorganica e desempenham um papel crucial
na produtividade agricola (Abebe et al., 2022)

Os agroquimicos sdo produtos quimicos usados para combater pragas,
doencas e ervas daninhas nas plantacfes. Embora sejam eficazes na protecdo das
culturas, os agrotéxicos também representam riscos para a saude humana e o meio
ambiente. O uso excessivo de agrotoxicos pode resultar em residuos téxicos nos
alimentos e na contaminacdo do solo e da &gua, comprometendo a seguranca
alimentar e a saude publica (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016).

Os fertilizantes quimicos, amplamente utilizados na agricultura moderna, tém
sido associados a poluicdo do solo e da agua devido a lixiviagdo de nutrientes como
nitrogénio e foésforo. Esses nutrientes em excesso podem contaminar 0S cOrpos
d'agua, causando eutrofizacdo, um fenbmeno que resulta no crescimento excessivo
de algas, reduzindo a oxigenac¢éo da agua e prejudicando a vida aquatica (Huang et
al., 2017).

Um impacto ambiental significativo do uso de fertilizantes e agroquimicos é a
perda de biodiversidade. A contaminacdo do solo e da agua pode afetar diretamente
a flora e a fauna, resultando na diminuicédo da diversidade biol6gica. Além disso, 0 uso
desses produtos quimicos pode degradar os habitats naturais e reduzir as populacées
de espécies selvagens, contribuindo para a perda global de biodiversidade
(Vanlogueren et al., 2019).

Os efeitos dos fertilizantes e agroquimicos na polinizacdo também sdo uma
preocupacao crescente. A exposicao a pesticidas pode afetar a saude das abelhas e
outros polinizadores, contribuindo para o declinio das populacbes de insetos
polinizadores em todo o mundo. Isso representa uma ameaca significativa a produgéo
de alimentos, ja que muitas culturas dependem da polinizagédo para a producédo de
frutos e sementes (Goulson et al., 2015).

A contaminacdo do meio ambiente também pode ter consequéncias globais



16

associados aos fertilizantes e agrotéxicos, contribuindo para problemas ambientais
como as mudancas climaticas. A volatilizacdo de certos compostos quimicos, como
oxidos de nitrogénio, pode contribuir para 0 aumento do efeito estufa e o aquecimento
global. Além disso, a destruicdo de habitats naturais e a perda de biodiversidade
podem reduzir a capacidade dos ecossistemas de mitigar os impactos das mudancas
climaticas e aumentar a vulnerabilidade de comunidades humanas (Vanloqueren et
al., 2019).

A contaminacao por estes agentes pode ter impactos econdmicos significativos,
em especial ao setor agricola. A degradacao dos recursos naturais, como solo e agua,
pode reduzir a produtividade agricola e aumentar os custos de producdo para 0s
agricultores. Além disso, a perda de biodiversidade e os danos aos ecossistemas
podem comprometer oS servigos ecossistémicos essenciais para a agricultura, como
polinizacdo e controle de pragas, aumentando 0s riscos para a seguranca alimentar e
a subsisténcia das comunidades rurais (Fao, 2020).

Diante dos impactos ambientais e de salude associados ao uso de fertilizantes
e agroquimicos, € crucial adotar abordagens mais sustentaveis e seguras para a
agricultura. Isso inclui a promocado de préticas agricolas organicas e agroecolégicas
gue reduzam a dependéncia de produtos quimicos agricolas e promovam a saude do
solo e a biodiversidade. Além disso, sdo necessérias politicas e regulamentacdes
eficazes para controlar o uso de fertilizantes e agrotoxicos, protegendo assim o meio
ambiente e a saude publica para as geragbes futuras (Lampkin; SMITH; SMITH,
2016).

3.2. FERTILIZANTES ORGANICOS

Os fertilizantes organicos, geralmente consistem em compostos de natureza
organica derivados de materiais de origem natural, industrial ou doméstica, como
residuos agricolas (esterco e restos de colheita), subprodutos industriais (bagaco de
cana-de-agucar e borra de café) e residuos domeésticos (restos de alimentos
compostaveis). Esses compostos podem ser complementados com nutrientes
essenciais, como nitrogénio, fosforo e potassio, visando melhorar a fertilidade do solo
e promover o crescimento saudavel das plantas. Além de fornecer nutrientes, essa

abordagem contribui para a melhoria da estrutura fisica do solo, aumentando sua
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capacidade de retencdo de agua e nutrientes e promovendo a atividade microbiana
benéfica (Carmo, 2019).

A crescente demanda por praticas agricolas sustentaveis tem impulsionado o
interesse em produtos organicos, que visam promover o crescimento das plantas de
maneira ecologicamente responsavel. Esses produtos, derivados de fontes naturais e
livres de agrotoxicos, tém sido objeto de estudos que destacam sua eficacia na
nutricdo das plantas e na melhoria da saude do solo (Rehmam et al., 2023).

A utilizagao de fertilizantes organicos tem sido amplamente explorada como
uma alternativa aos fertilizantes sintéticos, visando reduzir os impactos negativos da
agricultura convencional no meio ambiente. Pesquisas recentes tém demonstrado que
esses fertilizantes podem melhorar a fertilidade do solo, aumentar a disponibilidade
de nutrientes para as plantas e promover a atividade microbiana benéfica (Jones;
Murphy, 2018).

Além dos fertilizantes organicos, os estimulantes vegetais tém ganhado
destaque como uma ferramenta importante na promoc¢ado do crescimento e
desenvolvimento das plantas. Esses produtos, que geralmente contém uma
combinacdo de nutrientes, onde horménios vegetais e outros compostos
biologicamente ativos trabalham em sintonia, estes tém sido associados a beneficios
como aumento da taxa de crescimento, melhoria da resisténcia a estresses
ambientais e aumento da producao de biomassa (Kumar et al., 2019).

O estudo de Fan (2023) que investigou o uso de fertilizantes organicos e
associados a microrganismos na producao de tomate revelou que os fertilizantes bio-
organicos melhoram o rendimento e a qualidade do tomate, promovendo o maior
aumento de rendimento enquanto os fertilizantes organicos comuns elevaram 0s
niveis de acgucar e fosforo nos frutos melhorando a qualidade nutricional dos tomates.

Os fertilizantes organicos, combinados com microrganismos benéficos,
desempenham um papel crucial no controle de doencas transmitidas pelo solo e
atendem a demanda do desenvolvimento sustentavel da agricultura moderna. Estudos
demonstram que essa combinacgao controla eficazmente essas doencas, contribuindo
para a agricultura sustentavel. As caracteristicas observadas, estéo relacionadas aos
mecanismos de controle de doencas e perspectivas de aplicagdo no controle de
doencas transmitidas pelo solo foram amplamente discutidos, evidenciando sua

importancia para a pratica agricola atual e futura (Ka, 2014).
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3.3. CONTROLE BIOLOGICO

O embasamento teorico da presente pesquisa nesta etapa foca na evolucao do
controle biolégico na agricultura, tanto em nivel internacional quanto no ambito
especifico do territério brasileiro, a Organizacao das Nac¢fes Unidas para Alimentacao
e Agricultura (FAO) se destaca como agente impulsionador na disseminacdo de
praticas agricolas sustentaveis em escala global. No cenéario doméstico, o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) assume papel preponderante na
regulacdo e promocdo dos produtos bioldgicos, atestando o comprometimento
institucional com a resiliéncia sustentavel do setor agricola. Além disso, estudos
recentes como os de Smith et al. (2020) e de Silva et al. (2022) corroboram a
importancia dessas instituicées e a influéncia de politicas governamentais na adoc¢ao
e promocao do controle biologico na agricultura.

O controle biolégico € uma abordagem fundamental no manejo integrado de
pragas, caracterizada pelo uso de organismos vivos para regular populagbes de
pragas de forma sustentavel. Conforme apontado por Barbosa e Schultz (2009), esta
pratica tem raizes histéricas e remonta as observacgdes antigas de interacdes naturais
entre organismos em ecossistemas agricolas. No controle biolégico, organismos
predadores, parasitoides e patdgenos sdo empregados para controlar as populacdes
de pragas, contribuindo para o equilibrio do ecossistema e reduzindo a necessidade
de pesticidas quimicos (Pereira et al., 2018).

O controle biol6gico abrange cinco vertentes principais: biodiversidade,
desempenho de agentes de controle, integracdo com protecdo de cultivos, impactos
do uso e adocdo no setor produtivo. A biodiversidade inclui a prospeccao,
conhecimento, conservacao e valorizacdo de agentes nativos e exoticos para criar
bancos de ativos tecnoldgicos. As estratégias de desempenho focam na selecéo
estratégica, analises de bioecologia, producdo em larga escala e avaliacdo da
eficiéncia dos agentes contra insetos-alvo. A integragdo com a protecdo de cultivos
promove técnicas de manejo que favorecam a agdo dos agentes introduzidos e
naturais (Embrapa, 2024).

A busca por alternativas mais ecoldgicas e sustentaveis tem impulsionado a
pesquisa e aplicacdo do controle biologico na agricultura moderna (Smith; Johnson;

Lee, 2020). Compreender a origem e 0s principios do controle biolégico é crucial para
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sua implementacdo eficaz, promovendo praticas agricolas mais equilibradas e
ambientalmente conscientes, e equilibradas (Soumare; Diedhiou; Thiaw, 2020).

Além disso, €é crucial avaliar os impactos ambientais, sociais e econémicos do
uso desses agentes, considerando sua especificidade e persisténcia. Por fim, a
adocado de agentes de controle biolégico requer a formacdo de profissionais e a
definicdo de metodologias para a transferéncia de tecnologia ao setor produtivo,
incluindo cooperativas e empresas agricolas familiares (Embrapa, 2024).

De acordo com dados da IHS Markit (2021), o mercado brasileiro de produtos
bioldgicos de controle tem apresentado um notavel crescimento, com uma taxa anual
de crescimento de 42%. Projecfes indicam que até o ano de 2030, esse setor
alcancard um valor estimado de R$ 16,9 bilhdes. Tais projecdes consideram uma taxa
de crescimento acumulado (CAGR) de 35% até o ano de 2025 e de 25% até 2030.

A revisao da literatura confirma que o controle biolégico empreende beneficios
substanciais, visivelmente no que concerne a minimizacdo do impacto ambiental e a
defesa da biodiversidade (Silva; Almeida, 2015). Essa abordagem, apresenta-se como
uma alternativa duradoura e eficaz para os sistemas agricolas (Souza, 2015). Estudos
recentes, como os de Carvalho; Silva; Almeida (2021) e de Lima; Silva; lwata (2021),
destacam os impactos positivos do controle biolégico na reducdo do uso de
agroguimicos e na conservacao dos recursos naturais.

Contudo, a implementacéo generalizada do controle biolégico ndo esta isenta
de desafios. A capacitacao dos agricultores, a variabilidade na eficacia dos agentes
biolégicos e o0s custos iniciais mais elevados sao aspectos criticos a serem
considerados (Oliveira, 2022). Estratégias que transcendem o aspecto técnico, como
programas educacionais e politicas de subsidios, sdo essenciais para superar esses
desafios (Carvalho, 2014). Além disso, estudos recentes, como os de Mendes et al.
(2002) e de Gomes et al. (2023), exploram estratégias inovadoras para mitigar esses
desafios e promover uma adoc¢do mais ampla do controle biologico.

No horizonte futuro, as perspectivas convergem para avancos continuos na
pesquisa e desenvolvimento. A busca incessante por aprimorar a eficacia dos agentes
bioldgicos e integrar essas praticas nos sistemas agricolas convencionais delineia o
caminho para consolidar o controle biolégico como uma pratica agricola indispensavel
(Ferreira, 2002). Essa visao holistica alinha-se com o0s interesses ambientais,
econdmicos e sociais, promovendo um equilibrio sustentavel na agricultura. Estudos

recentes, como os de Pereira et al. (2021) e de Fernandes; Silva; Pereira (2023),
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apontam para as tendéncias emergentes na pesquisa do controle biologico, incluindo
novas técnicas de criacao e liberacdo de agentes bioldgicos e abordagens integradas
de manejo de pragas.

O aumento notavel na demanda por produtos biolégicos no mercado agricola
reflete  uma mudanca significativa nas praticas agricolas contemporaneas,
impulsionada pela crescente conscientizacdo ambiental e pela busca por métodos
mais sustentaveis (Silveira et al., 2022). Este fenbmeno é especialmente evidente no
contexto do controle biolégico de pragas, onde agricultores e consumidores
reconhecem os beneficios intrinsecos desses produtos.

O movimento ascendente dos produtos biolégicos reflete uma compreenséao
mais holistica da interacao entre agricultura e meio ambiente, destacando o papel
central desses produtos na modernizacdo e sustentabilidade do setor agricola.
Estudos indicam que a adocdo do controle biolégico pode promover o
desenvolvimento rural sustentavel, melhorando a qualidade de vida nas propriedades
rurais ao reduzir a dependéncia de insumos quimicos e favorecer praticas mais
ecolégicas. Além disso, ha um reconhecimento crescente dos beneficios
socioeconémicos, como a geracdo de emprego e renda, especialmente em
comunidades rurais, contribuindo para a conservacdo ambiental e o fortalecimento

das economias locais (Assis, 2006).

3.3.1. Controle biolégico com bactérias

A pesquisa em torno da melhoria dos adubos orgéanicos e suas interagdes com
outras tecnicas estdo em constante crescimento, no ano de 2009 foi isolada e
identificada uma espécie de rizobactéria, o B. aryabhatta, que consiste em uma
espécie Gram positiva de formato bastonete, inicialmente encontrada na rizosfera
do mandacaru. Esta bactéria estd assoaciada diretamente ao aumento da resisténcia
ao estresse abiotico e também a disponibilidade de nutrientes (Ndoung, 2019).

Dentre as variedades de Bacillus, destaca-se o B. aryabhattai, cujos estudos
estdo principalmente voltados para seu comportamento em situacdes de estresse
hidrico. Essa bactéria demonstra a capacidade de formar biofilmes que atuam como
uma defesa contra a escassez de 4gua nas plantas, promovendo resisténcia a fatores

abidticos, pragas e doencas. Pesquisas indicam que a inoculagdo do B. aryabhattai
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estimula o crescimento das plantas, aumentando a disponibilidade de macro e
micronutrientes (Kavamura, 2012).

No que diz respeito ao Bacillus subtilis, outra espécie relevante desse género,
trata-se de uma bactéria esporulada com formato cilindrico ou elipséide, associada
frequentemente ao controle bioldgico. Essas bactérias, encontradas principalmente no
solo e na rizosfera das plantas, tém sido objeto de estudo desde 1872 e estéo
relacionadas a promocgéo do crescimento vegetal, fixagcdo de nitrogénio, controle de
fitopatbgenos, manejo de nematoides e disponibilidade de nutrientes (Aamer et al.,
2020).

Além das caracteristicas fisicas e de resisténcia dos microrganismos como
Bacillus subtilis e B. aryabhattai, &€ importante considerar sua capacidade de produzir
metabolitos secundarios. Esses compostos desempenham papéis significativos no
controle biolégico, atuando como agentes antimicrobianos, moduladores de
crescimento de plantas e estimuladores de resposta imunolégica em plantas
hospedeiras (Martinez-Klimova; Contreras-Patifio; Jaramillo-Flores, 2020). Bacillus
subtilis, por exemplo, é conhecido por produzir uma ampla gama de metabdlitos
secundarios, como antibiéticos, sideréforos e enzimas que desempenham papéis-
chave na supressao de fitopatdgenos e promocao do crescimento vegetal (Ongena,
Jacques, 2008). Ja B. aryabhattai, apesar de sua baixa capacidade de esporulacéo,
demonstra potencial na producdo de compostos bioativos que podem auxiliar na
protecdo das plantas contra estresses abioticos e bidticos (Than et al., 2021).

Em relacdo a esporulacdo, o B. subtillis apresenta uma alta capacidade de
formacdo de esporos, o que Ihe confere uma vantagem adaptativa em ambientes
desafiadores. A esporulagcdo ocorre em condicbes adversas, como escassez de
nutrientes ou variacdes extremas de temperatura, e permite que as bactérias
sobrevivam por longos periodos, até que as condicbes se tornem favoraveis
novamente (Setlow, 2006). Por outro lado, B. aryabhattai exibe uma menor
capacidade de esporulacédo, o que pode limitar sua sobrevivéncia e persisténcia em
condicbes ambientais desfavoraveis, no entanto, sua capacidade de formar biofilmes
pode compensar essa limitacdo, oferecendo protecdao adicional contra estresses
ambientais (LI et al., 2020).

A linhagem dos B. subtilis desempenha um papel crucial no controle biolégico
e na producao de antibioticos. Estudos indicam que produtos inoculados com cepas

de B. subtilis sdo mais estaveis no meio ambiente e possuem a capacidade de formar
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endosporos, conferindo-lhes uma grande adaptacéo a variagdes de temperatura e pH
(Bahadir et al., 2018). Essas caracteristicas fazem dos B. subtilis uma ferramenta

importante em pesquisas e aplica¢des, incluindo a area de biorremediagéo.

3.3.2 Controle Biolégico com fungos

Os fungos desempenham um papel significativo como agentes de controle
bioldgico, sendo uma opcéo eficaz em situacdes em que 0 uso de agroquimicos nao
€ viavel, como em areas de pastagem. Entre os agentes biolégicos populares,
destaca-se o Metarhizium anisopliae, pertencente ao grupo Hypocreales. Este fungo
apresenta um ciclo de vida anamorfico, agindo por contato direto com seus
hospedeiros, 0 que o caracteriza como um agente bioldgico que necessita de contato
direto com sua presa (Embrapa, 2019).

Entre esses fungos, destaca-se o Beauveria bassiana, um fungo filamentoso
entomopatogénico de acdo parasita facultativa. Sua capacidade de penetrar na
cuticula do inseto, mediada por enzimas liticas, sistema respiratorio ou sistema
digestério, o torna eficiente no controle de pragas, conforme concluido por Lima;
Pereira (2021). Descoberto em 1835 por Agostino Bassi di Lodi durante o estudo dos
bichos-da-seda, as espécies do género Beauveria, de cores brancas e amarelas,
produzem esporos infecciosos e sdo encontradas no ar, solo e cadaveres de insetos
(Cuervo, 2018; Paula, 2008).

Outro género relevante é o Trichoderma sp, fungos filamentosos de
crescimento &gil e coloracdo verde, amplamente utilizados em diversas areas da
indUstria e agricultura (Cartilha produtor SP, 2014). Estudos revelam que a
Trichoderma ndo apenas atua no controle biolégico, mas também desempenha
funcgbes benéficas no ambiente, contribuindo para a saude do solo, aumento da
ciclagem de nutrientes, reacfes quimicas do solo e crescimento das plantas.

Os fungos como Beauveria bassiana, Trichoderma spp. e Metarhizium
anisopliae também sdo conhecidos por sua capacidade de produzir uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios com atividades biologicas diversas. Esses
metabalitos incluem enzimas, toxinas, antibioticos e outros compostos bioativos que
desempenham papéis importantes na interacdo desses fungos com seus hospedeiros

e o ambiente circundante (Pereira et al., 2021). Por exemplo, Beauveria bassiana é
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capaz de produzir uma variedade de metabdlitos, incluindo os pesticidas naturais
beauvericinas e bassianolideos, que contribuem para sua atividade enteropatogénica
e sua eficacia como agente de controle biologico (Xu et al., 2020).

No que diz respeito a esporulacéo, os fungos apresentam uma variedade de
estratégias para producao e dispersao de esporos. Beauveria bassiana, por exemplo,
produz esporos assexuados chamados conidios, que séo liberados no ambiente e
podem infectar insetos hospedeiros quando entram em contato com eles (Bischoff;
Rehner; Humber, 2009).

O Trichoderma spp., por sua vez, produz esporos assexuados semelhantes,
chamados conidios, que séo dispersos pelo vento e agua, permitindo que o fungo
colonize novos substratos e hospedeiros (Hermosa et al., 2012). Ja o Metarhizium
anisopliae produz esporos assexuados que se formam em estruturas especializadas
chamadas conidi6foras e sao liberados quando essas estruturas se rompem,
permitindo a disseminacao do fungo e a infec¢do de novos hospedeiros (ST. Leger et
al., 2011). Essas estratégias de esporulacdo sdo essenciais para a sobrevivéncia e
disperséo dos fungos no ambiente agricola.

Esses fungos, com suas diversas funcdes e eficacia comprovada, destacam-se
como importantes aliados nas estratégias de manejo integrado de pragas e

contribuem para a sustentabilidade ecolégica na agricultura.
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4. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Uberaba, MG, no Laboratério de
Bioprocessos da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), que fica
localizado entre as coordenadas geograficas de 19°43'01” de latitude Sul, 47° 57’ 32”
de longitude Oeste, na Altitude de aproximada de 806 m, entre o periodo de agosto
de 2022 a janeiro de 2024.

As condig8es climaticas dentro do laboratorio foram mantidas em temperatura

ambiente e sem fluxo de ventilag&o.

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, onde 0s
tratamentos constaram de cinco amostras comerciais de fertilizantes organicos
denominados por 1M, 2M, 3M, 4M e 5M onde foram inoculados com os agentes de
controle biolégico. Todas as atividades ocorreram em triplicata.

Os microrganismos selecionados para o estudo foram as bactérias B. subtillis,
B. aryabhattai e os fungos Beauveria Bassiana, Metarhizium anisopliae e Trichoderma
ssp. Os fertilizantes trabalhados nesta pesquisa foram disponibilizados pela empresa

Fertagro, e a matéria prima de cada tratamento esta exposto na Tabela 1 a seguir:
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Tabela 1 - Caracterizacdo das matérias-primas dos cinco produtos utilizados na
pesquisa, identificados como 1M, 2M, 3M, 4M e 5M.

Grupo Matéria Prima
(Amostra)
M Agua, Turfa, Hidréxico de Potassio, Ureia, Sacarideos,

Sulfato de Amonio, Fosfato, Monoamoénico (MAP),
extrato de algas. Fluido (Solucdo Homogenea )

2M Agua ureia e aminoacidos. Fluido (Solucéo
Homogenea )

3M Agua, Turfa, Hidroxido de Potassio, Aminoacidos
(Complexantes), acarideos. Fluido  (Solucédo
Homogénea)

4M Agua, Turfa, Leonardita, Hidroxido de Potassio,

Sacarideos, Extrato de Alga, Anti congelante,
Estabilizante, Surfactante. Substancias Humicas e
Aminoacidos (Complexantes) Fluido (Solucéo
homogénea)

5M Agua, Turfa, Leonardita, Hidréxido de Potéassio, Uréia,
Sul. Magnésio, Sul. De Zinco, Acido Borico, Sul.
Manganés, Sul. de Niquel, Mobiliado de Sadio,
Monoetanolamina Extrato de alga. Aditivos: Anti
congelante, Estabilizante, Aminoacidos
(complexantes). Fluido (Solucdo homogénea)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

Inicialmente, procedeu-se o estudo do desenvolvimento da carga de microbiana
nas amostras fornecidas pela empresa e em sequéncia o estudo da vida util das
associagOes com os fertilizantes organicos.

Cada microrganismo foi testado individualmente com os cinco produtos
utilizados neste estudo, assegurando que nado houvesse interferéncia ou
contaminagcdo cruzada entre as diferentes espécies microbianas. Esta estratégia
permitiu 0 monitoramento preciso do crescimento de cada microrganismo e a
avaliacao de suas respostas especificas aos produtos testados.

No estudo avaliou a combinagdo dos produtos comerciais utilizados como
tratamento com o Bacillus subtillis, e o Bacillus aryabhattai. Posteriormente, foram
realizadas analises com os fungos Beauveria bassiana, Metarhizium spp. e a

Trichoderma spp.
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A separacao rigorosa das condicfes experimentais para cada microrganismo
foi crucial para garantir a confiabilidade dos dados obtidos, permitindo uma analise

detalhada e precisa do comportamento microbiolégico nos tratamentos testados.

4.2 ESTUDO DA CARGA MICROBIANA

A primeira etapa de trabalho com cada microrganismo na pesquisa, consistiu
em testar diferentes concentra¢des dos agentes de controle biolégico com os produtos
da empresa. O procedimento teve inicio com a esterilizacdo de 300 mL das amostras
no Erlenmeyer e apds a esterilizagcdo do fertilizante organico verteu 100 ml das
amostras para dois Tubos Falcon de 50mL que também estavam esterilizados para a
inoculacao do microrganismo estudados (Burdass; Grainger; Hurst, 2006).

Para a inoculacdo das bactérias acrescentou uma alcada com a bactéria e
inoculou no tubo Falcon contendo o fertilizante organico. Ja para os fungos coletou
um quadrado de 1cm x 1cm e inoculou este material em cada um dos tubos analisados
(Burdass; Grainger; Hurst, 2006).

Apés a inoculagdo, os tubos Falcon contendo a bactéria e/ou fungo e os
fertilizantes organicos foram incubados a 30°C no escuro. As amostras foram
analisadas nos tempos 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias, até que o crescimento se aproximasse
de zero (Burdass; Grainger; Hurst, 2006).

A amostra controle (testemunha) foi inoculado a mesma quantidade de
microrganismos inicial dos fertilizantes organicos, no caldo Trypticase Soy Broth (TSB)
e mantidos sob as mesmas condicfes das amostras analisadas. Todas as amostras
foram realizadas em triplicata.

Para a quantificacdo da carga bacteriana, realizou-se a técnica de Pour Plate
(por profundidade) (Figura 1). Para a contagem, foram feitas cinco diluices de cada
amostra e foram utilizadas 1 ml da amostra em 9 ml de solugéo salina a 0,1% em tubo
de ensaio para a diluicdo (Burdass; Grainger; Hurst, 2006). Foi inoculado 1 ml de
cada diluicdo em placa de Petri e adicionou-se aproximadamente 25 mL do meio de
cultura Trypticase Soy Agar (TSA) fundido. As placas foram homogeneizadas e,
quando solidificado o meio, foi incubado em posicao invertida em estufa regulada a
30°C +/- 1°C por 48 horas (Burdass; Grainger; Hurst, 2006).
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Transcorrido o tempo de incubacéao, foi realizada a contagem das coldnias
formadas nas placas, expressando os resultados em unidades formadoras de
colonias/ml (UFC/ml) (Burdass; Grainger; Hurst, 2006).

Figura 1 - Representacao das técnicas de diluicdo seriada e Pour plate

1mi 1ml 1ml 1ml 1mi

Original 9 ml broth
inoculum in each tube
Dilutions 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
\_4 N\ \_/ &7/ _/
1 11 ml 11 ml 11 ml 11 mi
o ‘ ‘ .
1

1ml
:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
/

/
-

Fonte: Adaptada de Burdass; Grainger; Hurst, 2006

Para a quantificacdo da microbiana dos fungos utilizou-se a técnica Spread
Plate (por superficie) (Figura 2). Espalhou 0,1mL das diluicdes e com o auxilio de uma
alca de Drigalski, fazendo a semeadura por toda a superficie da placa de Petri.

Incubou as amostras no escuro a 30° C por 7 dias (Burdass; Grainger; Hurst, 2006).
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Figura 2 - Representacao da Técnica Spread Plate (por superficie)

Spread-plate method

In<cvbation

\E\b /_@_'\ ‘

Fonte: Adaptado de Burdass; Grainger; Hurst, 2006

4.3 AVALIACAO DA VIDA UTIL DOS MICRORGANISMOS TESTADOS

A avaliacdo do tempo de vida Gtil dos microrganismos foram realizadas por
meio de analise da quantidade de microrganismos descrita anteriormente presentes
nos produtos ao longo do tempo. As diluicbes foram realizadas e a quantidade
monitorada até que ocorresse o decréscimo da carga microbiana para uma contagem

constante inferior a 10* UFC (Burdass; Grainger; Hurst, 2006).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados obtidos foi por meio de analise estatistica, que foi
conduzida para uma analise de variancia (ANOVA), a qual determinou-se as médias
de trés ou mais grupos séo diferentes aplicando-se o teste F, quando significativas as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significance. Além disso, o
tamanho do efeito foi avaliado utilizando o eta quadrado (n?) para quantificar a
proporcao da variancia total explicada pelas diferencas entre os grupos (Cohen, 1988)

As analises estatisticas foram realizadas pelo Software R(R Core Team, 2020)

e os graficos gerados em conjunto com o Programa Excel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De forma geral, os resultados revelaram diferencas significativas (p> 0,05) na
estabilidade e na vida atil dos microrganismos nos fertilizantes organicos testados,
enquanto o Bacillus subtillis e o Trichoderma spp. apresentaram estabilidade e
crescimento por um periodo de seis meses, o B. aryabhattai, o Metarhizium spp. e a

Beauveria bassiana mostraram uma média de entre 4 a 8 dias (Tabela 2).

Tabela 2 - Vida util dos agentes de controle biol6gico associados aos produtos
organicos testados (1M, 2M, 3M, 4M e 5M).

B. B. Beauveria  Metharhizium Trichoderma
subtillis  aryabhattai bassiana spp. spp.
(Meses) (Dias) (Dias) (Dias) (Meses)
1M 6 6 8 8 6
2M 6 6 3 4 6
3M 6 6 6 6 6
aM 6 7 8 6 6
5M 6 6 8 8 6

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

A diferenca observada no tempo de vida dos microrganismos esta em
consonancia com estudos que destacam a adaptabilidade do Bacillus subtilis e do
fungo Trichoderma em diferentes ambientes. Esses microrganismos possuem uma
elevada capacidade de esporulacdo, o que contribui significativamente para sua
sobrevivéncia e persisténcia em condi¢Oes variadas (Hermosa; Viterbo, 2012; Bahadir
et al., 2018). A esporulacdo ndo apenas facilita a dissemina¢édo, mas também oferece
resisténcia a condi¢des adversas, garantindo a continuidade de suas populacoes.

A seguir serdo expostos os resultados das analises realizadas com cada

microrganismo com seus tratamentos.

5.1 Bacillus aryabhattai

A analise da associacdo da bactéria B. aryabhattai foi exposta a cinco

tratamentos diferentes. O experimento revelou que para todos os tratamentos apos
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inoculacéo houve crescimento bacteriano. A Figura 3 de linhas apresentado a seguir,

representa a contagem de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) com a evolucéo

ao longo do tempo para cada amostra testada.

Figura 3 - Evolucdo na contagem de Unidade Formadora de Coldnias (UFC) de B.

aryabhattai por placa ao longo do tempo para cada tratamento proposto.
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Fonte: Do autor, 2024
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A andlise dos dados para Bacillus aryabhattai foi realizada por meio de uma

Analise de Variancia com um fator, utilizando o Teste F, a analise descritiva dos dados

estd exposta na Tabela 3. O valor de F encontrado foi de 5,19, com um F critico de

2,64, apresentando graus de liberdade do modelo (4) e dos erros (35). O valor de p

associado foi de 0,00216, indicando uma diferenca significativa entre os grupos

analisados (Apéndice A). O poder do teste, representado pelo valor de n?, foi de 0,372,

sugerindo que 37,2% da variabilidade dos dados pode ser explicada pelos fatores em

estudo.
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Tabela 3 - Valores de média, desvio padrao, erro e o intervalo de confianga (IC 95%)

para a associacao do B. aryabhattai e os tratamentos propostos.

Amostras Média Desvjo Erro Padréo IC (95.%) IC (95%)
(UFC/placa) Padrao Inferior Superior

1M 8.187,5 7055,78 2493,24 2288,89  14086,11

2M 9.625 11118,03 3930,72 329,55 18920,45
3M 13.437,5 15818,77 5588,48 214,25 26660,75

4M 8.250 7842,28 2769,59 1693,76  14806,24

5M 146.312,5 167960,4 59345,64 5883,57  286741,4

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

Apés a verificacdo de diferencas estatisticamente significativas por meio do teste
F, os dados foram submetidos ao teste de Tukey, que identificou diferencas relevantes
entre alguns pares de tratamentos (Apéndice A). Os resultados estatisticos revelaram
discrepancias significativas entre os tratamentos aplicados. Em patrticular, o produto
5M demonstrou um comportamento diferenciado quando associado a bactéria Bacillus
aryabhattai, destacando-se em comparacao aos demais tratamentos.

Estudos prévios confirmam a relevancia desses achados, ressaltando a
importancia dos fertilizantes na promocéao da atividade microbiana. Fritz et al. (2010)
relataram resultados semelhantes ao investigar o efeito de diferentes fertilizantes
organicos sobre populagdes de Bacillus spp., observando que fertilizantes ricos em
nutrientes especificos favorecem uma maior proliferacdo de microrganismos
benéficos. Nossos resultados confirmam essas observacfes, mostrando que a
amostra 5M impactou significativamente a atividade de Bacillus aryabhattai,
possivelmente devido & sua composicao nutricional mais favoravel.

Adicionalmente, Bacillus aryabhattai apresenta uma capacidade de esporulacao
e producédo de enzimas relativamente menos expressivas, o que pode torna-lo menos
competitivo em condices de fertilizantes organicos, quando comparado a outros
microrganismos (Shrestha et al., 2016; Meyling; Eilenberg, 2007). Alguns fatores como
composigdo quimica e fisica dos fertilizantes (nutrientes, pH, umidade e temperatura
do solo) influenciam diretamente na sobrevivéncia e na atividade dessa bactéria. Tais
fatores ambientais sdo determinantes para garantir a estabilidade e o crescimento de
Bacillus aryabhattai em contextos agricolas que utilizam fertilizantes organicos
(Mukherjee et al., 2012).
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5.2 Bacillus subitilis

A analise da interacdo da bactéria Bacillus subtilis submetida a cinco diferentes
tratamentos demonstrou crescimento bacteriano em todas as condigcbes apés a
inoculagdo. Para facilitar a visualizagdo dos resultados, as Figuras de linhas
correspondentes a cada tratamento estdo apresentadas no Apéndice B. Esses dados
representam a evolugdo no niumero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) ao
longo do tempo, permitindo uma comparacao clara entre os tratamentos aplicados.

Para Bacillus subtilis,a descricdo dos dados estdo a Analise de Variancia com
um fator também foi aplicada, com o Teste F resultando em um valor de 24,75 com
um F critico de 2,38. Os graus de liberdade do modelo foram 4, e os dos erros 895. O
valor de p encontrado foi de 1,85x10'° demonstrando uma diferenca significativa
entre os grupos (Apéndice A). O poder do teste foi representado por um n?de 0,21,
sugerindo que 21% da variancia dos dados é atribuida aos fatores estudados. A

analise descritiva dos dados pode ser observada na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de média, desvio padréo, erro e o intervalo de confianga (IC 95%)
para a associagao do Bacillus subtilis e os tratamentos propostos.

Amostra Média (M) Desvio Padréao Errcl IC (95.%) IC (95%)
Padrao Inferior Superior

1M 2,90x10% 4,09x10%! 4,33x10**  2,49x10'*  3,32x10%
2M 2,26x10%! 3,03x10%! 3,26x101*  1,98x10'*  2,54x10%
3M 4,12x10° 1,03x10 1,11x10° 3,94x10° 4,30x10°
4M 1,45x1011 2,18x10! 2,34x1010 1,27x101  1,63x10%
5M 1,27x1011 3,45x10% 3,71x101° 1,08x101  1,46x10%

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

As comparacdes multiplas realizadas com o teste de Tukey permitiram
identificar diferencas significativas entre os tratamentos aplicados, com destaque para
o tratamento 2M valores podem ser observados no Apéndice A. Estudos anteriores
sugerem que diferentes tipos de fertilizantes influenciam de maneira diversa a
atividade de bactérias benéficas. Kleopper et al. (1980) destacam que Bacillus subtilis
pode aumentar a producao de plantas e a resisténcia a doencas quando utilizado em
combinacdo com fertilizantes especificos. Nossos resultados, que demonstram

diferencas estatisticamente significativas, estdo alinhados com esses resultados,
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sugerindo que determinados fertilizantes podem potencializar ou inibir a atividade de
Bacillus subtilis em ambientes controlados.

Adicionalmente, Bacillus subtilis apresenta uma alta capacidade de produzir
esporos, o que lhe confere resisténcia a condicbes adversas. A bactéria também
possui uma ampla gama de enzimas e metabdlitos secundarios, tornando-a altamente
competitiva no ambiente do fertilizante organico. Esses fatores contribuem para sua
persisténcia e crescimento prolongado, mesmo em situagdes de estresse (Harman et
al., 2004; Sui et al., 2022).

5.3 Beauveria bassiana

A andlise da interacdo do fungo Beauveria bassiana com cinco diferentes
fertilizantes revelou crescimento fungico em todos os tratamentos apds a inoculacao.
A evolucdo desse crescimento ao longo do tempo para cada tratamento esta

detalhada e pode ser visualizada de forma comparativa na Figura 4.

Figura 4 - Evolugé@o na Contagem de Unidade Formadora de colonias de Beauveria
bassiana por placa ao longo do tempo para cada tratamento proposto.

90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

0

UFC(spread Plate)

1 2 3 4 5 6 7 8
TEMPO (dias)
1M 2M 3M 4aM 5M

Fonte: Do autor, 2024

Para Beauveria bassiana, a Andlise de Variancia com um fator também foi
aplicada, resultando em um valor de F de 14,39, com um F critico de 2,64. Os graus
de liberdade do modelo foram 4, e os dos erros 35. O valor de p encontrado foi de

4,81x10°%7, indicando uma diferenca altamente significativa entre os grupos (Apéndice
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A). O valor de n? foi de 0,63, sugerindo que 63% da variabilidade dos dados pode ser
explicada pelos fatores em estudo. A Tabela 5 apresenta uma analise descritiva dos

dados desta associacao.

Tabela 5 - Valores de média, desvio padrao, erro e o intervalo de confianca (IC 95%)
para a associagao do Beauveria bassiana com os tratamentos propostos.

Amostra Média Desvjo E”? IC (95.%) IC (95%)
Padrao Padrao Inferior Superior
1M 31.625 16.296 2.759 24.809 38.441
2M 4.625 9.241 1.562 2.838 6.412
3M 18.875 15.719 2.657 14.159 23.591
4M 12.875 6.949 1.174 10.757 14.993
5M 54.918 20.544 3.467 46.973 62.864

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

Ap0s constatacdo das diferencas significativas os dados foram submetidos ao
teste de Tukey, onde foi identificado diferencas significativas entre alguns pares de
tratamentos, valores expostos no Apéndice A. As diferencas significativas sugerem
gue o tratamento 5M promove uma maior atividade da Beauveria bassiana comparado
ao demais.

A Beauveria bassiana apresenta uma capacidade de esporulacéo e producao
de enzimas menos pronunciadas, tornando-o menos adaptado as condi¢cdes dos
fertilizantes organicos e mais suscetivel a competicdo com outros microrganismos no
solo (Zambrano; Parra; Ortiz, 2021; Meyling; Eilenberg, 2007). Esses achados estéo
em concordancia com estudos anteriores que destacam a importancia da escolha
adequada de fertilizantes para potencializar o uso de agentes de controle biolégico

como Beauveria bassiana na agricultura (Saldanha et al., 2022; Almeida et al., 2009).

5.4 Metarhizium anisopliae

A andlise da interagdo do fungo Metarhizium com cinco diferentes fertilizantes
demonstrou crescimento fungico em todos os tratamentos ap0s a inoculacdo. A
evolucao desse crescimento ao longo do tempo, para cada tratamento, é apresentada

de forma detalhada na Figura 5.
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Figura 5 - Evolucdo na contagem de Unidade Formadora de Colonias (UFC) de
Metarhizium anisopliae por placa ao longo do tempo para cada tratamento proposto.
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Fonte: Do autor, 2024

A analise descritiva dos dados para o Metarhizium est4 apresentada na Tabela 6.

Esta associacao também foi conduzida por meio de uma Andlise de Variancia com um

fator. O Teste F apresentou um valor de 6,26, com F critico de 2,60, considerando

graus de liberdade do modelo (4) e dos erros (40). O valor de p foi de 0,000518, o que

indica uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Apéndice A). O

valor de n?foi de 0,38, o que indica que 38% da variacdo nos dados pode ser explicada

pelos fatores investigados.

Tabela 6 - Valores de média, desvio padréo, erro e o intervalo de confianga (IC 95%)

para a associacdo do Metarhizium anisopliae com os tratamentos propostos.

Erro

i 0 0
Amostra Média Desv~|o Padrao da IC (95. ) IC (95./0)
Padrao L 1 Inferior Superior
Média

1M 14.333,33 7.095,77 2.905,99 8.877,68 19.788,98
2M 7.111,11 13.601,47 5.554,37 -3.354,10 17.576,32
3M 18.277,78 16.881,94 6.896,65 5.292,48 31.263,08
4M 11.666,67 11.916,26 4.864,76 2.502,90 20.830,44
5M 46.155,56 32.403,09 13.232,16 21.260,95 71.050,16

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024
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ApoOs constatacdo das diferencas significativas os dados foram submetidos ao
teste de Tukey, onde foi identificado diferencas significativas entre alguns pares de
tratamentos demonstrados no Apéndice A. Esta diferenca significativa sugere que o
tratamento 5M e o 2M promove uma maior atividade do Metarhizium comparado ao
demais.

O Metarhizium spp. possui uma capacidade menos destacada de esporulacao
e producédo de enzimas, o que o torna menos adequado as condi¢des dos fertilizantes
organicos e mais vulneravel a competicdo com outros microrganismos presentes no
solo (Deb et al., 2022; Meyling; Eilenberg, 2007). Esses achados ratificam estudos que
enfatizam a importancia dos nutrientes e da composicdo dos fertilizantes na
sobrevivéncia e eficicia de fungos enteropatogénicos como Metarhizium spp. (Lanza;
Monteiro; Malheiros, 2009; Krell et al., 2018; Pedra; Bidochka, 2020).

5.5 Trichoderma spp.

A analise da interacdo do fungo Trichoderma com cinco diferentes fertilizantes
revelou crescimento em todos os tratamentos apos a inoculacdo. A evolucdo desse
crescimento ao longo do tempo, para cada tratamento, é apresentada de forma
detalhada na Figura 6.

Figura 6 - Evolucdo na contagem de Unidade Formadora de Colbnias (UFC) de

Trichoderma por placa ao longo do tempo para cada tratamento proposto.
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Na analise dos dados para Trichoderma, foi utilizada uma Analise de Variancia
com um fator, com o Teste F resultando em um valor de 2,36 e um F critico de 2,42.
Os graus de liberdade do modelo foram 4, e os dos erros 180. O valor de p foi de
0,054, o que indica que a diferencga entre 0s grupos néo é estatisticamente significativa
(Apéndice A). O valor de n? foi de 0,05, sugerindo que apenas 5% da variacao nos
dados pode ser atribuida aos fatores estudados. A tabela 7 apresenta uma analise

descritiva dos dados.

Tabela 7 - Valores de média, desvio padréo, erro e o intervalo de confianga (IC 95%)

para a associacdo do Trichoderma spp. com os tratamentos propostos.

Amostra Média Desvjo Erro Pgd!réo IC (95_%) IC (95%)
Padréo da Média Inferior Superior
1M 1.234.595,95 1.148.473,61 188.830,32 827.452,21  1.641.739,69
2M 636.605,41 1.681.292,62 276.882,10 77.330,65 1.195.880,16
3M 350.702,70 388.589,57 64.764,93 245.589,05 455.816,35
4M 262.540,54 303.629,29 50.604,88 147.221,31 377.859,77
5M 1.083.227.027 4.280.779.12 698.902.18  721.147.582 1.445.306.472

Fonte: Elaborada pelo autor, 2024

Estudos anteriores indicam que diferentes tipos de fertilizantes podem afetar de
maneira variada a atividade de fungos benéficos. Harman (2004) destacaram que a
eficacia de Trichoderma pode ser influenciada pela disponibilidade de nutrientes
especificos oferecidos pelos fertilizantes. Nossos resultados, apesar de néo
apresentarem diferencas estatisticamente significativas, provam essa observacao,
sugerindo que certos fertilizantes podem potencializar ou diminuir a atividade de
Trichoderma em condi¢des controladas.

Apos a identificacdo de diferencas, os dados foram submetidos ao teste de Tukey,
qgue revelou variacBes entre alguns pares de tratamentos, valores disponiveis no
Apéndice A. Assim foi observado que a Trichoderma spp néo apresentou diferenca
significativa entre as cinco amostras analisadas, no entanto, apresentou diferenca no
tempo de vida util comparando com 0s outros microrganismos estudados. O
Trichoderma spp. possui uma alta capacidade de esporulagéo, conferindo-lhe
resisténcia a condicdes adversas, além de uma ampla gama de enzimas e metabdlitos
secundarios que aumentam sua competitividade em ambientes com fertilizantes

organicos (Harman et al., 2004; Sood et al., 2020).



38

Os resultados sugerem que Trichoderma spp. pode ser menos sensivel a
composicao especifica dos fertilizantes, possivelmente devido a sua adaptabilidade a
diferentes condi¢bes. Estudos indicam que Trichoderma é extremamente versatil e
pode ser eficaz em ambientes com variagdes nutricionais (Bononi et al., 2020; Hoitink;
Madden; Dorrance, 2006).

6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, € possivel concluir que o fertilizante 5M mostrou-
se 0 mais eficaz na inducdo da atividade de B. aryabhattai e Beauveria bassiana,
enquanto os fertilizantes 5M e 4M favoreceram o crescimento de Metarhizium
anisopliae. O fertilizante 2M (Unica amostra que continha ureia), destacou no estimulo
ao desenvolvimento de B. subtillis. A Trichoderma spp. demonstrou uma alta
adaptabilidade, com desempenho uniforme em todos os fertilizantes avaliados. E a
Trichoderma spp. e o B. subtilis apresentaram uma vida 0til de até seis meses,

preservando sua viabilidade em todas as amostras.
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Resultados da ANOVA

APENDICE A - Resultados da Analise de Variancia e Tukey

46

Fonte d gl (Grausde MQ (Quadrado i -
V:rr‘i:gaca) Liberdade) Médio) F Valor-p F Critico
Entre 4 2116424 247522 1,85E-19 2,381877

grupos
Dentro dos 895 8,53E+22

grupos

Total 899
Resultados do Teste de Tukey
- . o . Limite .

Comparacéo Diferenca Limite Inferior Superior p adj
5M:; 2M -98658629007 182794661564 -14522596451 0.0121601
4M-2M -80880181867 165016214423 3255850689 0.0662863
1IM-2M 64415279444 -19720753112 148551312001 0.2240645
SM-2M 221763805444 305899838001 137627772888  0-0000000
4M-5M 17778447141 -66357585415 101914479697 0.9783471
1M-5M 163073908452 78937875896 247209941008 0.0000015
3M-5M 123105176437 207241208993 50969143881  0.0006556
1M-4M 145295461311 61159428755 229431493867 0.0000269
SM-4M 140883623578 225010656134 20747591022 0.0000528
SM-1M 286179084889 370315117445 202043052333 0.0000000
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Bacilus aryabhattai
Resultados da ANOVA

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1,1928E+11 42,98E+105,1952590,002157 2,641465
Dentro dos grupos 2,009E+11 355,74E+09

Total 3,2018E+11 39

Resultados do Teste de Tukey

Comparacdo Diferenca Limite Inferior Limite Superior p adj

2M -1M 1437.5 -107473.8 110348.8 0.9999995
3M-1M 5250.0 -103661.3 114161.3 0.9999125
4M-1M 62.5 -108848.8 108973.8 1.0000000
SM-1M 138125.0 29213.7 247036.3 0.0071753
3M-2M 3812.5 -105098.8 112723.8 0.9999756
4M-2M -1375.0 -110286.3 107536.3 0.9999996
SM-2M 136687.5 27776.2 245598.8 0.0079436
4M-3M -5187.5 -114098.8 103723.8 0.9999166
S5M-3M 132875.0 23963.7 241786.3 0.0103760
SM-4M 138062.5 29151.2 246973.8 0.0072072

Beauveria bassiana:
Resultados da ANOVA

gl (Graus de MQ (Quadrado

Fonte da ) - F Valor- F Critico
Variago Liberdade) Médio) P
Entre grupos 4 3075655563 14,39592135 4,81E-07 2,641465
Dentro dos 35 213647705.4
grupos

Total 39
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Comparacdo Diferenca Limit_e Limite. p adj
Inferior Superior
5M-1M 23293.75 2281.813  44305.687 0.0235960
AM-1M -18750.00 ;39761_937 2261.937  0.0992311
3M-1M -12750.00 ;33761_937 8261.937  0.4210728
2M-1M -27000.00 ;18011_937 -5988.063  0.0063015
4AM-5M -42043.75 63055_687 ’21031_813 0.0000155
3M-5M -36043.75 :57055_687 '15031_813 0.0001821
2M-5M -50293.75 '71305_687 ’29281_813 0.0000005
3M-4M 6000.00 '15011_937 27011.937 0.9223677
2M-4M -8250.00 '29261_937 12761.937  0.7902853
2M-3M -14250.00 55261_937 6761.937  0.3111591
Metarhizium spp:
SQ gl MQ F valor-P F critico

Fonte da variacao

Entre grupos 8581969778 4

Dentro dos grupos 13697121667 40

Total 22279091444 44

342428041,7

2145492444 6,265528 0,000518 2,605975

Resultados do Teste de Tukey
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Comparagéo Diferenca Limit_e Limite_ p adj
Inferior Superior

5M-2M 39044.444  14130.04 63958.848  0.0005646
AM-2M 4555.556 ’20358_85 29469.959  0.9845862
1M-2M 7222.222 '17692_18 32136.625 0.9203803
3M-2M 11166.667 '137 4774 36081070  0.7046589
4M-5M 3 4488.889 ;_)9 403.29 9574486  0.0026823
1M-5M :0’1822_222 56736_63 -6907.819  0.0064103
3M-5M ’27877_778 52792_18 -2963.375  0.0215950
1M-4M 2666.667 '222 4774 27581.070  0.9980194
3M-4M 6611.111 '18303_29 31525.514 0.9410366
3M-1M 3944.444 '20969_96 28858.848  0.9910356
Trichoderma spp.
Resultados da ANOVA

SQ gl MQ F valor-P F critico

Fonte da variacdo

Entre grupos  3,46923E+19 4 8,67307E+182,3685755770,0543732,421843

Dentro dos grupos 6,5911E+20 180 3,66172E+18

Total 6,93802E+20 184

Resultados do Teste de Tukey
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Comparacéo Diferenca Limite Inferior Limite Superior p adj

5SM -2M 1.082590e+09 -143372492 2308553336 0.1112175
4M-2M -3.740649e+05 -1226336979 1225588849 1.0000000
1M-2M 5.979905e+05 -1225364924 1226560905 1.0000000
3M-2M -2.859027e+05 -1226248817 1225677011 1.0000000
4M-5M -1.082964e+09 -2308927401 142998428 0.1110024
1M-5M -1.081992e+09 -2307955345 143970483 0.1115621
3M-5M -1.082876e+09  -2308839238 143086590 0.1110531
1M-4M 9.720554e+05 -1224990859 1226934969 1.0000000
3M-4M 8.816216e+04 -1225874752 1226051076 1.0000000
3M-1M -8.838932e+05  -1226846807 1225079021 1.0000000




APENDICE B - Graficos de estabilidade no crescimento de B.

subtilis nos tratamentos sugeridos
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Tratamento 4M
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