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Prefacio ou “isso ndo é uma pesquisa em agroecologia”

Apresentar os resultados de um trabalho na forma de relatorio cientifico
sempre um desafio, pois, muitas vezes, nem todos os percal¢os e reflexdes
fundamentais para alavancar o pensamento cientifico e critico tém espaco para
serem apresentados. E essa é a principal motivagao desse prefacio, compartilhar
as reflexdes que talvez ndo sejam adequadas a esse formato, mas que séo fruto

da pesquisa e ndo poderiam ndo aparecer ou aparecerem desatreladas dela.

Desde o primeiro momento em que a possibilidade de experimento em
campo foi apresentada, muitas foram as duvidas e os questionamentos — dada
a complexidade e dificuldade de controle das variaveis que viriamos a encontrar.
A opc¢ao pela manutengao das etapas em campo adveio justamente da premissa
de que os microrganismos — disponibilizados em produtos formulados, ou
coletados e selecionados de acordo com técnicas agroecologicas — ndo vivem
em ambientes controlados, e utiliza-los nesses ambientes poderia enviesar os

resultados que almejavamos alcangar.

Entretanto, uma nova questdo se impds ao longo da pesquisa. Quando
falamos de pesquisa de campo, em agroecologia, existe um olhar fundamental
que todo o tempo esteve de fora: o olhar do/a agricultor/a. E claro que a
agroecologia, enquanto campo da ciéncia, ndo se faz apenas em um projeto de
iniciacao cientifica por doze meses, mas € um processo continuo de dialogos e
construgdes coletivas. De qualquer forma, a auséncia de um/a agricultor/a ao
longo do processo de elaboragcdo e acompanhamento da pesquisa, e
especialmente do campo, foi, na minha opinido, decisivo para a intensificacao

das dificuldades e desafios encontrados nesse projeto.

Faco desse prefacio, portanto, meu mea culpa, por ter trabalhado e
trocado com agricultores/as ao longo da graduagdo, mas, no momento da
pesquisa, ndo ter buscado agregar o seu conhecimento, me atendo a bibliografia
e ao olhar académico. Assim sendo, essa, que apresento, € uma pesquisa das
Ciéncias Agrarias, e teria muito mais a contribuir se fosse uma pesquisa da

Agroecologia — ndo apenas no tema, mas também na forma.



Resumo

Alternativas eficientes para garantir a nutrigdo vegetal e o manejo de doencgas
sdo desafios para agriculturas de base ecoldgica, que nao utilizam fertilizantes
minerais e defensivos agricolas convencionais. Uma das principais culturas em
uso de agrotoxicos € o pimentdo (Capsicum annuum L.), entretanto, ja existem
no mercado diversos insumos bioldgicos que podem ser utilizados no manejo da
cultura. Além disso, existem técnicas agroecologicas de captura, selegao e
reproducao de comunidades naturais de microrganismos eficientes presentes na
natureza que podem também ser utilizadas. O presente estudo teve como
objetivo comparar a eficiéncia de comunidades sintéticas mistas e cepas
isoladas de produtos biolégicos disponiveis no mercado de Bacillus velezensis e
Trichoderma sp., bem como comunidades naturais de microrganismos eficientes
nativos capturados proximo a area de estudo. Microrganismos isolados e dois
tipos diferentes de comunidades de microrganismos foram aplicados em
bandejas, para a formagado de mudas, e em campo, em mudas transplantadas e
avaliou parametros de crescimento, desenvolvimento e produtividade das
plantas. Foi possivel verificar, para o experimento com formagao de mudas,
destaque para o tratamento com T. harzianum em todos os indicadores de
desenvolvimento de parte aérea (numero de folhas, didmetro da haste, altura e
massa seca de parte aérea). Nas plantas em campo nao se verificou diferenca
entre os tratamentos nos indicadores de produgdo de massa seca e

produtividade das plantas.

Palavras-chave: bioinsumos, microrganismos eficientes, agroecologia
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1. INTRODUGAO E REFERENCIAL TEORICO

Dentre os 17 objetivos relacionados a promogédo do Desenvolvimento
Sustentavel propostos pela Organizagao das Nag¢des Unidas (ONU), pelo menos
seis estao diretamente relacionados a reducéo do uso de fertilizantes minerais e
agrotoxicos (Gomes & Ferreira, 2018), cuja producdo tem alta demanda
energética, e cujo impacto negativo para o0 meio ambiente e as populagdes sédo
consideraveis.

A produgédo e uso de fertilizantes minerais tém potencial para ocasionar
diversos danos, como a eutrofizagdo de corpos d’agua por lixiviagdo de nitratos
e escoamento superficial de fosfatos (Cyrino de Oliveira-Filho et al., 2002), e
mesmo a contaminagao com elementos téxicos, como chumbo (Pb), cadmio (Cd)
e cromo (Cr) (Gongalves; Luchese, 2000).

Além dos fertilizantes, o uso exacerbado de agrotoxicos também é uma
importante fonte de riscos a saude humana e ao meio ambiente (Carneiro et al.,
2015; Lopes-Ferreira, 2022), assim como um fator de incremento do custo de
producao agricola, sendo de grande relevancia o estudo de métodos de controle
alternativos e eficientes.

O uso de agrotoxicos e de fertilizantes minerais também pode gerar
desequilibrios na biossintese de proteinas e carboidratos das plantas,
aumentando a quantidade de aminoacidos livres e glicidios redutores em suas
células, tornando-as mais suscetiveis a ataques de herbivoros e patégenos
(Athar et al., 2010; Chaboussou, 2006).

Dessa maneira, promover a agricultura sustentavel, baseada em
tecnologias agroecoldgicas, como € o caso do uso de microrganismos benéficos
e demais insumos bioldgicos, € uma estratégia de protecdo ambiental, redugéo
de emissdes de carbono e também, ou principalmente, de prover seguranga
alimentar e nutricional as populagées humanas (Altieri, 2012), garantindo
diversidade alimentar e geragcéo de renda as familias produtoras.

Microrganismos podem induzir resisténcia a estresses bidticos e abibticos
em plantas, como bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPR — do
inglés plant growth-promoting rhizobacteria, ou BPCV, em portugués) e agentes
de controle bioldgico (BCA—do inglés biological control agents, ou em portugués,
ACB).
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Entre as bactérias promotoras de crescimento vegetal, os géneros mais
estudados sdo: Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus e Serratia (Kumari
et al., 2020).

Ainteragdo microbiolégica pode ocorrer de maneira direta ou indireta com
as plantas (Ortiz; Sansinenea, 2021; Elnahal et al, 2022). Os mecanismos de
promogado de crescimento direto sdo: fixagdo bioldgica de nitrogénio,
solubilizacao de fosforo, potassio e zinco presentes no solo, porém indisponiveis
para absor¢do pelas raizes vegetais antes da agdo microbiana; produgéo de
metabdlitos secundarios e fitormbénios que estimulam seu crescimento como
acido-indolacético (AlA), acido absisico (ABA) e a enzima 1-aminociclopropano-
1-carboxilato deaminase (ACCD); e produgao de quelatos de ferro — sideroforos,
que sao estruturas estaveis contendo ferro e outros micronutrientes (Maria et al.,
2002).

Estratégias indiretas de promocdo do crescimento podem ser:
mecanismos de aumento da resisténcia a stresses abidticos, como stress
hidrico, por exemplo, através da inducdo ao fechamento de estdmatos pela
producao de ABA ou a producao de substancias osmorreguladoras (Cristina et
al., 2021) e competigdo com patdégenos com maior eficiéncia para crescimento e

absorcao de nutrientes.

Fungos e leveduras, por sua vez, sdo mais conhecidos por sua agao
como agentes de biocontrole, ja que produzem toxinas que garantem eficacia no
antagonismo e inibigdo do crescimento de outras espécies, e, principalmente, de
doencas de solo (Soares, 2023).

Porém, apesar da classificagdo que separa os microrganismos em cada
uma dessas categorias, um mesmo microrganismo pode desempenhar mais de
uma fun¢do. Como leveduras que produzem toxinas killer (Rungchaiwattanakul
et al., 2015) mas também sao capazes de solubilizar fésforo (Xiao et al., n.d.),
ou bactérias como Bacillus subtilis, objeto de uma série de estudos com

solanaceas acerca de seu potencial como agente de biocontrole (Lee et al, 2008;
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Khedher, 2015; Kilani-Feki et al., 2016; Bonaterra, 2022) e também como
promotor do crescimento (Katsenios et al., 2021; Nunes et al., 2022).

Outra bactéria com acdes parecidas € Bacillus velezensis, que possui
grande similaridade genética com Bacillus amyloliquefaciens (algumas cepas
chegam a ter 99% de similaridade) e produz metabdlitos secundarios que atuam
como agentes de biocontrole, com fungdo antimicrobiana, produzindo
surfactantes com agdo comprovada contra os géneros Botrytis, Pythium,
Rhizoctonia, Alternaria, Fusarium, Phytophthora, Thielaviopsis e Botryosphaeria,
e também age como promotora do crescimento vegetal, capaz de produzir
sideroforos, acido indolacético e também solubilizar potassio (Ye et al., 2018).

As associagbes benéficas entre microrganismos e plantas sao
principalmente de dois tipos: aliangas simbidticas ou mutualisticas muito
especificas, muitas ja tém até uma estrutura especifica nas plantas para
ocorrerem, como os rizébios nas fabaceas. Ou através de simbioses associativas
ou aliangas cooperativas (Khoso et al., 2024), que ocorrem intencionalmente, ou
seja, a planta precisa recrutar os microrganismos de interesse e estes terem
interesse nessa associagao.

Uma pratica comum na agricultura natural, bastante disseminada no
oriente e em alguns paises do continente americano, € a captura e reproducgao
de comunidades mistas de microrganismos nativos, selecionados e reproduzidos
para uso no local (Kumar; Gopal, 2015; Reyna-Ramirez et al., 2018; Keliikuli, A.
et al. 2019). No Brasil, essa pratica foi difundida pela Fundagdo Mokiti Okada,
nos anos 1980, a partir de estudos realizados no Japao (Gomes et al, 2021). Na
década de 90, o pesquisador Teruo Higa fez uma série de conferéncias
divulgando esses microrganismos e seu potencial biotecnolégico (Higa, 1991;
Higa; Parr, 1994. Higa, 1998).

De acordo com Gomes e outros autores (2021), nessa técnica da
agricultura natural, coloénias de microrganismos eficientes nativos sao
capturadas e selecionadas, e espera-se que sejam compostas por bactérias
acidolacticas, leveduras, bactérias fotossintéticas, actinomicetos, dentre outros

microrganismos de interesse agronémico.
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A partir do estudo desses microrganismos presentes no meio ambiente e
seus metabdlitos, muitas cepas foram isoladas, reproduzidas e estao atualmente
disponiveis no mercado. Dos 396 produtos microbiolégicos compostos por
culturas puras registrados no Brasil, 112 sdo de Beauveria sp., 95 de Bacillus
sp., 69 de Metarhizium sp. e 46 de Trichoderma sp., sendo esses 0s principais
grupos de microrganismos utilizados em produtos microbiolégicos (Ministério Da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2022).

Entretanto, alguns estudos vém apontando a vantagem do uso de
consorcios de microrganismos em lugar de cepas e espécies isoladas, tendo em
vista a sinergia potencial existente entre diferentes microrganismos (Minchev et
al., 2021; Daaboub et al, 2022).

Deve-se considerar, entretanto, que, assim como as interagdes entre
microrganismos e plantas podem ou ndo acontecer e ter resultados variados,
também a interac&o entre microrganismos esta submetida a grande diversidade
de possibilidades. Essa interacdo pode ser positiva ou negativa, entre as
primeiras podemos destacar relagdes de cooperacdo: simbidticas,
comensalistas ou mutualistas; entre as negativas, ou nao-cooperativas estao
parasitismo, amensalismo e predacao (Nunes et al., 2024).

E mais, essas relagdes sado complexificadas pelas capacidades
adaptativas de microrganismos, de modo que um mesmo microrganismo possa
ter mais de um tipo de relagdo com outro microrganismo a depender do meio em

que se encontram (Vassilev et al., 2022).

Em estudo realizado em vasos com pimentdes (Capsicum annum L.),
resultados positivos foram obtidos a partir da inoculagcédo de um consércio de
microrganismos com diferentes fungbes, como solubilizadores de fésforo e
potassio e fixadores de nitrogénio (Devi et al 2022).

O pimentdo é uma planta da familia Solanaceae, pertencente ao género
Capsicum, que é composto por pelo menos 20 espécies (Ribeiro et al, 2008)
sendo o pimentdo uma das mais importantes economicamente. Somente no
Brasil, estima-se que a area plantada de pimentado seja da ordem de 11 mil

hectares — com uma produg¢ao de mais de 500 mil toneladas anuais, e terceiro
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lugar no ranking de gastos com agrotoxicos entre as hortalicas perdendo apenas
para o tomate de mesa e a batata (Garcia Filho et al, 2017).

A quantidade de agrotoxicos utilizada nesse cultivo também € uma
questao de saude publica, ja que € um dos cultivos com os maiores indices de
residuos de agrotoxicos acima dos limites definidos pela Anvisa (ANVISA, 2019).
De acordo com o Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos - PARA (ANVISA, 2019), de 326 amostras de pimentdo C. annuum
analisadas, apenas 59 nao apresentaram residuos ou apresentaram em
concentragdes de residuos inferiores aos limites maximos definidos pela Anvisa.
Por conta disso, o relatdrio evidencia a necessidade de atengao e investimento
em pesquisa e assisténcia técnica a esse cultivo, com vistas a produgdes mais
sustentaveis, com menor uso de agrotdxicos, sem comprometer a produtividade
€ a saude de produtores e consumidores.

Paraisso, pode-se considerar como estratégia os produtos biolégicos com
base em microrganismos que tenham agbes que protejam as plantas de
herbivoria e doengas fungicas, e que sejam de baixa toxicidade para humanos e
para o meio ambiente. Alguns estudos recentes apontam resultados
promissores, como o realizado por Sutarman et al (2022), que observou acéo
antagonista de Trichoderma asperellum em relagao a Colletotrichum sp, doenga
fungica causadora de antracnose em plantas da familia Solanaceae. A agao foi
mais eficiente quando a aplicagao de T. asperellum ocorreu antes da infecgdo, o
que indica maior eficiéncia em uso preventivo, e justifica a utilizagdo dos
microrganismos antes de observada a infecgdo. Nesse estudo observou-se que
quando a inoculagao de T. asperellum ocorreu seis horas antes da inoculagao
do Colletotrichum sp, houve ganhos em relagdo ao numero, tamanho e massa
dos frutos, e reducao da intensidade do ataque.

Ja em estudo realizado na Malasia (Chin et al., 2022) sementes de acelga
japonesa (Brassica rapa) e pimentdo (C. annuum) foram tratadas com
“biopriming” a base de agentes de biocontrole tolerantes a presenca de metais
pesados no solo, T. asperellum e Pseudomonas fluorescens. Neste experimento,

o tratamento de sementes com microrganismos se mostrou eficiente para o
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desenvolvimento de plantulas submetidas a estresses abidticos (presenca de
metais toxicos no solo) e aumentou a resisténcia a doengas de B. rapa.

Também em plantas de pimentao, observou-se agao antagonista eficiente
contra Phytophthora blight, em experimento realizado em casa de vegetacgao,
com aplicagéo de indculos isolados de B. subtilis em sementes, com efeitos de
reducao de severidade da infecgao e de incidéncia da doencga (Lee et al., 2018).

A literatura cientifica mais recente destaca o papel sinérgico desses
microrganismos presentes no solo e de sua relagdo com as plantas, seja em
culturas isoladas ou mistas. Porém, ainda existem poucas informagdes sobre
seu desempenho em campo (Elnahal et al, 2022; O’Callaghan et al., 2022),
inclusive em relagao aos produtos comerciais registrados.

Apesar de ainda constituir campo incipiente de pesquisa, o uso de
microrganismos aparece como uma alternativa interessante para a redugéo do
uso de fertilizantes minerais e agrotoxicos utilizados no cultivo de pimentao e
outras espécies, melhorar a produtividade e potencializar o uso de fertilizantes
em produgbes de base ecologica (Saeid; Chojnacka, 2019). Para isso, é
fundamental que novas pesquisas sejam realizadas com diferentes composigdes
de microrganismos e em experimentos de campo visando a validagdo do seu

uso em cultivos comerciais de pimentao.

2. OBJETIVOS

Geral

Comparar a eficiéncia de comunidades sintéticas mistas e cepas isoladas de
produtos biolégicos disponiveis no mercado de Bacillus velezensis e
Trichoderma sp., bem como comunidades naturais de microrganismos eficientes

nativos capturados proximo a area de estudo

Especificos
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Testar a influéncia de diferentes tratamentos de microrganismos em
cultivos de pimentao a fim de verificar se eles podem levar a aumento de

produtividade das plantas ;

comparar microrganismos aplicados individualmente e em comunidades

(natural e sintética);

estudar a composigdo de uma comunidade natural de microrganismos,
conhecida e divulgada em cartilhas agroecolégicas como “EM” (effective

microrganisms).
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3. MATERIAL E METODOS
Para a selegcdo dos microrganismos da comunidade natural, foi
inicialmente realizada a coleta de microrganismos nativos, em area de mata,
localizada no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sao
Carlos, na cidade de Araras, S&do Paulo, latitude 25°4895” e longitude
75°31°215”, utilizando-se bambu e arroz cozido apenas em agua mineral (Figura

1.a.), conforme indicado pela literatura de referéncia (Andrade, 2020).

Apods 15 dias enterrado sob a serrapilheira, o arroz foi coletado (Figura
1.b) e os graos visivelmente colonizados foram separados independentemente
da coloragao. Foi realizada uma solugao de agua e rapadura — em substituicéo
ao melago da receita original, na proporgao de 100 g de rapadura para 900 ml
de agua. Essa solugao foi levada ao fogo até levantar fervura, antes da adig&o
do arroz colonizado. A solugdo ja fria foi adicionado o arroz colonizado, em
garrafa PET higienizada com agua e sabao até metade de seu volume, a garrafa
foi apertada até o maximo possivel sem que o liquido escapasse. Submetido,
entdo, a condigdo de restricdo de oxigénio, induzindo a fermentagéo, até que
nao fossem mais produzidos gases oriundos de atividade microbiana — quando
a garrafa nao precisasse mais ser apertada para expulsao dos gases produzidos
e manutengdo da condigao de restricdo de oxigénio, conforme orientagdo de
Andrade (2020). Esse processo levou cerca de 20 dias. Apos esse periodo, a
solugdo de microrganismos e rapadura foi coada e armazenada em garrafas

plasticas em camara fria (10°C).
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b.

Figura 1: Coleta de microrganismos eficientes em bambu com arroz cozido. a. Isca de
arroz cozido sem tempero em bambu; b. Arroz colonizado, apds 15 dias enterrado sob
serrapilheira.

A solugao de microrganismos, apos o preparo, foi enviada para analise
metabarcoding em laboratério, realizado pela empresa Neoprospecta. A
identificacdo de bactérias foi realizada utilizando-se o sequenciamento de alto
desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA, e a identificagdo de fungos
utilizou a regido ITS1 das células presentes na amostra. O equipamento utilizado
para o sequenciamento genético foi o MiSeq Sequencing System (lllumina Inc.,
USA).

Para além do tratamento com os microrganismos nativos coletados,
avaliaram-se outros produtos comerciais: Bio-lmune (Bacillus velezensis BV02");
Tricho-Turbo (Trichoderma asperellum BV10); e Trichodermil (Trichoderma
harzianum), cepa ESALQ-1306, obtidos a partir de seus fabricantes.

Todos os produtos, bem como a solugdo com microrganismos nativos,
foram submetidos a testes microbiolégicos a fim de verificar se estavam
efetivamente ativos (Figura 2). Para essa etapa, foi utilizado o método de

contagem padréo, cada solugdo contendo os microrganismos foi diluida em

1O produto Bio-imune, até o final do experimento, era composto por “B. subtilis”, entretanto, no
momento da redacgao deste trabalho ele havia sido reclassificado para B. velezensis pela Vittia,
motivo pelo qual esse trabalho faz referéncia a ambos ao longo da apresentacao da bibliografia
de referéncia.
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solugdes salinas contendo de 1x10-" a 1x10 ml da solugao original utilizada no
experimento (dos produtos originais € da comunidade natural coletada) e
espalhadas sobre meio de cultura sélido, disposto em placas de Petri, com alga
de Drigalsky. As UFC dos plagueamentos com diluicbes adequadas a contagem
foram contadas apo6s 24 horas para os cultivos bacterianos e apés 48h para os
fungos.

Para o plaqueamento e contagem de B. velezensis foi utilizada uma
solugédo do produto Bio-Imune em diluicdo de 1 x 10 ml/ml em solucgéo salina
com 0,85% de NaCl (cloreto de sddio em cristais), realizada através de dilui¢des
seriadas. O meio de cultura utilizado para observar seu crescimento foi NA (agar
nutriente), meio indicado para cultivo bacteriano.

Para o plaqueamento dos fungos (T. asperellum e T. harzianum), a
diluicdo utilizada foi de 104 ml/ml dos produtos que os contém, em solugdes
salinas de agua destilada e 0,85% de NaCl. O meio de cultura utilizado foi
Sabouraud-agar, composto por 40 g/L de dextrose, 10 g/L peptona, 20 g/L agar
com pH 5,6, adicionado 0,2 ml/L de tetraciclina (antibiético), a fim de favorecer o
crescimento dos fungos na placa, e evitar o desenvolvimento de bactérias.

O meio utilizado para a contagem de UFC bacterianas da comunidade
natural (microrganismos nativos coletados do “EM”) foi o NA (Agar Nutriente),
composto por 5g/L de peptona de gelatina, 3g/L de extrato de carne e 15g/L de
agar bacteriologico, com pH final de 6,8, em solugdes salinas com 0,85% de
NaCL e adicionado 2 ml/L de nistatina (antifungico), a fim de verificar o
desenvolvimento de bactérias. Para a contagem de fungos, foi utilizado o meio
de cultivo Sabouraud-agar com tetraciclina, nas mesmas propor¢des utilizadas
para os Trichodermas, a fim de inibir o desenvolvimento de bactérias e
possibilitar a contagem de fungos. A concentragdo de microrganismos estimada
para o EM foi de 5,96 x 10 UFC por ml na solugao original, a partir da contagem

de UFC nas placas Petri (Figura 3).
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Figura 2 — Cultivos em placa de Petri dos microrganismos comerciais Placas apés 48h
de crescimento, respectivamente com: a - Bio-Imune - Bacillus velezensis BV02;
b - Tricho-Turbo - Trichoderma asperellum BV10; e ¢ - Trichodermil - Trichoderma
harzianum, cepa ESALQ-1306, em diferentes dilui¢6es.
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Figura 3 — Cultivo em placa de petri dos microrganismos coletados pertencentes
a comunidade natural — Acima o crescimento em meio de cultura para bactérias (apds
24h), com adicao de nistatina (antifingico), e abaixo, placas com adigcéo de tetraciclina
(antibidtico) — apos 48h.

A aplicagcdo dos microrganismos foi realizada em dois experimentos
envolvendo a cultura do pimentdo. Um realizado em condigdes de bandejas, para
a producdo de mudas, e outro em condicdes de campo, para avaliar o
crescimento, desenvolvimento e produtividade da cultura.

No experimento realizado em bandejas, utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado (Figura 4) considerando seis tratamentos: i) B.
velezensis (TBS); ii) Trichoderma harzianum (TTH); iii) Trichoderma asperellum
(TTA); iv) Comunidade sintética (B. velezensis, T. harzianum + T. asperellum)
(TCS); v) Comunidade natural (microrganismos eficientes nativos) TCN e vi)
controle. Foram realizadas quatro repeticdes por tratamento, com parcela util
composta por 12 mudas para cada tratamento. As bandejas de 50 células foram
preenchidas com substrato “Carolina Soil - Classe V” semeando-se uma

semente por célula.
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Figura 4 — Delineamento experimental com tratamentos e aplicagcées de
microrganismos do experimento em bandejas

A semente utilizada no plantio foi a de pimentao tipo lamuyo, cultivar
Dahra R, produzida pela empresa Sakata. As bandejas foram cobertas com
vermiculita, que depois receberam a aplicagdo dos microrganismos (em
solugdes de 2 mL por célula), para o tratamento controle foi aplicada apenas
agua, em todos os casos a aplicagao foi realizada sobre o substrato. Ao todo
foram realizadas duas aplicagdes — a primeira no dia da semeadura, e a segunda
30 dias ap6s a semeadura.

Para o ajuste da quantidade de T. harzianum e T. asperellum foram
observadas as orientacdes de aplicagado dos produtos formulados em sulco de
plantio, e reduzida a quantidade, ja que o volume de substrato na bandeja é
consideravelmente inferior ao dos canteiros de plantio. Como base para o
calculo, utilizou-se a mesma quantidade de conidios para ambos, com uma
concentragcao dez vezes menor do que a utilizada por Yadev et al. (2021), que
utilizaram essa concentracdo para tratarem as sementes de pimenta (C.

annuum).

Para o ajuste da quantidade de B. velezensis, utilizou-se a bula de
aplicagao do produto e estudos similares. A recomendacgao do fabricante para
aplicagao foliar era de 5 ml de produto em 1 L para os 4 canteiros, o que
corresponde a 12,5 ml por planta, contendo 2 x 108 UFC por planta. No estudo

realizado por Ogugua et al. (2016), com tratamento de substrato de plantio com
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B. subtilis? foram utilizadas 1 x 10'2 unidades formadoras de colénia por ml, em
vasos de 8 cm. Como as células das bandejas possuem volume inferior, optou-
se por aplicar uma quantidade menor, ja que nao ha orientagado do fabricante
para aplicacdo em solo. Dessa forma, considerou-se 3 x 108 unidades
formadoras de colbnias por célula da bandeja, uma vez que as aplicagdes de B.
velezensis seriam recorrentes € ndo apenas uma, como no estudo citado. As
concentracdes de cada um dos tratamentos aplicados estdo descritas na Tabela
1.

Para as mudas, as avaliacbes de numero de folhas e altura de planta
foram realizadas aos 40 e 60 dias apoés o plantio. As avaliacdes de diametro de
caule, massa de matéria seca de raiz e parte aérea das mudas foram realizadas
apenas 60 dias apos a semeadura.

Para a contagem do numero de folhas foram consideradas apenas as
folhas verdadeiras. A altura de planta foi medida com uma régua milimetrada,
considerando-se desde o colo da haste até a inserg&o da ultima folha, quando
necessario as plantas foram movidas paralelamente a régua para realizagao da
medida. O didmetro do caule foi medido utilizando-se um paquimetro 150mm.

As medidas de massa de matéria seca foram realizadas apenas na
segunda coleta de dados, por serem analises destrutivas. As partes verdes foram
separadas em parte aérea e em raiz, e colocadas para secar em estufa de
secagem com circulagao de ar a 60 °C, em sacos de papel individualizados por
tratamento. Apos sete dias, as massas de cada um dos tratamentos foram

pesadas em balanca de precisao.

2 No momento de definigdo das doses, o microrganismo do produto utilizado (Bio-Imune) ainda
nao havia sido reclassificado como B. velezensis.
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Tabela 1 — Tratamento e dosagens utilizadas na formagao das mudas de
pimentao (Capsicum annuum)

Tratamento Dosagem
TCN — Comunidade natural 3 x 105 UFC por semente/célula — em solugéo de 5%
(Microrganismos eficientes nativos) (viv)
TCS — Comunidade sintética (T. 4 x 108 conidios T. harzianum + 4 x 108 conidios T.
harzianum + B. velezensis + T. asperellum + 3 x 108 UFC de B. velezensis por
asperellum) semente/célula
Controle Agua (2 ml por célula)

O experimento de campo, para a avaliagdo dos microrganismos no
crescimento, desenvolvimento e produtividade da cultura do pimentéo, foi
conduzido na area experimental do Laboratério de Agricultura organica, no
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Sao Carlos, Campus
Araras (Figura 5), em Argissolo Vermelho Distrofico latossdlico (Yoshida;
Rubismar, 2016), latitude 25°48’95” e longitude 75°31°215”, entre os meses de
novembro de 2023 e abril de 2024. A temperatura média e a precipitagdo desse

periodo estdo apresentadas na Figura 6.

Figura 5 — Area de plantio no Centro de Ciéncias Agrarias em Araras — SP.
Elaborado por Julia Alves de Oliveira

Incialmente, antes da instalagdo do experimento, procedeu-se com a
analise de solo (Tabela 2), da camada de 0-20 cm, através de amostra composta

por solo dos quatro canteiros de plantio, foram retiradas trés amostras de cada
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canteiros, utilizando-se cavadeira, homogeneizadas e separada uma fragéo para

analise.
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Figura 6 - Precipitagao e temperatura média entre novembro/2023 e abril/2024 na
area experimental

Tabela 2 — Caracterizagao quimica do solo da area experimental, na
profundidade de 0-0,20 m

Determinagées | Unidade |Amostra|Determinagdoes| Unidade |Amostra
pH CaCl2 - 5,72 SB | mmolc.dm-3 56,7
M.O. g.dm-3 22,9 CTC | mmolc.dm-3 90,2
Fasforo mg.dm-3 6 Vv % 63
S mg.dm-3 111 M % 0
Calcio mmolc.dm-3 30 Boro mg.dm-3 0,31
Magnésio mmolc.dm-3 25 Cobre mg.dm-3 21
Potéassio mmolc.dm-3 1,73 Ferro mg.dm-3 28,8
Aluminio mmolc.dm-3 | < 0,1 Manganés | mg.dm-3 6,5
H+Al mmolc.dm-3 33,5 Zinco mg.dm-3 0,8

O campo experimental foi preparado 30 dias antes do plantio, com uma
gradagem leve e foi utilizada encanteiradora para formagao dos quatro canteiros

de plantio, com 20 m de comprimento e 1,2 m de largura cada. Os canteiros
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foram capinados e aplicado Yoorin Master S (Tabela 3), e posteriormente
cobertos com palha seca a fim de conter espécies espontaneas até o plantio e

evitar que o termofosfato fosse perdido por efeito do vento (Figura 7).

Figura 7 — Canteiros de plantio apés preparo do solo e aplicagao de cobertura
morta

O calculo da quantidade de Yoorin Master S (

Tabela 3) foi definido com base na necessidade de fésforo da cultura -
Tabela 4 (Aguiar, 2014), e aplicado um més antes do plantio. A quantidade
aplicada foi de 0,275 kg por metro linear de canteiro (1,2 m?) — totalizando 22 kg

nos quatro canteiros.

Tabela 3 - Composicao Yoorin Master 1S

Nutriente Composicdao em %
P205 12,00%
Ca 16,00%
Mg 6,50%
) 6,00%
0,10%
Cu 0,05%
Mn 0,30%

Si 9,00%
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Zn 0,55%

Tabela 4 — Necessidades de adubagao e condigoes do solo para Capsicum sp

Nutriente/Condigao Valor de referéncia
pH 55a6,8
V% 80%
Mg (min) 8 mmolc dm-3
N 30 a 40 kg ha-1
P205 120 a 360 kg ha-1
K20 40 a 120 kg ha-1

Fonte: Boletim 200 (Aguiar et al., 2014)

Procedeu-se também a aplicacdo do condicionador de solo classe A

“Provaso” (Tabela 5), utilizando-se cerca de 900 g dele por planta.

Tabela 5 — Composi¢ao quimica do Condicionador de Solo Provaso

Nutriente Condicionador de Solo Provaso

N 2,80%
P205 1,15%
K20 0,54%
Mg 0,29%

S 0,29%
0,02%

Zn 0,11%

No experimento em campo, ndao foram utilizadas as mesmas mudas
obtidas no experimento em bandejas. As mudas foram compradas de produtor
comercial e foram realizados trés tratamentos: i) comunidade sintética (B.
velezensis, T. harzianum + T. asperellum) - TCS; ii) comunidade natural

(microrganismos eficientes nativos) - TCN e iii) controle. Neste caso, houve
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redugdo do numero de tratamentos por conta de contratempos® que ocorreram
na producdo de mudas e em campo, necessitando dessa redugao para a
obtencao de informacgdes mais assertivas. O delineamento experimental utilizado
foi em blocos casualizados (Figura 8), considerando quatro blocos, em trés
parcelas por bloco. Cada parcela foi composta por oito plantas e a parcela util

correspondia as quatro plantas centrais.

S8 Controle - nenhum
microrganismo

£ TCN - Comunidade natural (EM)

.=~ TCS - Trichoderma harz'/qnum T hoaerme R lanume
+T. asperellum + B subtilis T. asperellum + B subtilis
EM - microrganismos eficientes

Controle - nenhum microrganismo

1 aplicacao na bandeja ° 6 aplicacoes em campo

Figura 8 — Delineamento experimental e tratamentos aplicados nas plantas no
experimento realizado em campo

3 As taxas de emergéncia observadas nos tratamentos, inclusive no controle, foram consideravelmente

mais baixas do que o informado pela empresa responsavel pelas sementes (92%), chegando a 25% para
o tratamento controle. Por esse motivo essa etapa de formagao de mudas foi realizada trés vezes. A primeira
vez em 04 de novembro de 2023, a segunda em 18 de dezembro de 2023 — ambas utilizaram sementes de
pimentdo lamuyo Wallace, da Feltrin, e ambas tiveram baixas taxas de germinagdo. O terceiro plantio
ocorreu em 3 de abril, pois foi necessario esperar a chegada da nova semente, bandejas e substrato, o que

inviabilizou a utilizagcdo dessas mudas para a etapa de campo.

Em campo, também foram realizados dois plantios, pois houve perda de mais da metade das mudas
plantadas por dumping off. O primeiro transplantio foi realizado em 9 de fevereiro, e o segundo em 19 de
fevereiro, ndo foi possivel manter os seis tratamentos, pois os viveiros que conseguimos contactar ndo
tinham mudas suficientes para manter todos os tratamentos, o que levou a redugédo de seis para trés

tratamentos.
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Foi realizada uma aplicagdo dos tratamentos das bandejas um dia antes
do transplantio, e outras seis aplicagdées ao longo dos 2,5 meses (Tabela 6) em
que as plantas estiveram em campo, seguindo as orientagdes da bula dos
produtos comerciais (Tabela 7). Para realizagdo da aplicagdo em campo, as
plantas foram individualizadas com protecao vinilica, e a solugdo pulverizada
sobre todas as folhas, uma planta por vez, utilizando-se pulverizador
pressurizado manual e reduzindo-se o risco de contaminacao dos tratamentos

vizinhos por deriva.

Tabela 6 — Datas das aplicagoes dos tratamentos na mudas de pimentao na
bandeja e em campo

Atividade Data
Aplicagdo nas bandejas, antes do plantio 19/02/2024
Primeira aplicagdo em campo 06/03/2024
Segunda aplicagdo em campo 14/03/2024
Terceira aplicagdo em campo 25/03/2024
Quarta aplicagdo em campo 03/04/2024
Quinta aplicagdo em campo 19/04/2024
Sexta aplicagdo em campo 03/05/2024

Tabela 7 — Tratamento e dosagens utilizadas nas plantas de pimentao (Capsicum
annuum) em campo

Tratamento Dosagem

TCN — Comunidade natural

2 0,
(Microrganismos eficientes nativos) Solugdo de 5% (v/v)

TCS — Comunidade sintética (T. Solugéo de 0,12% (v/v) de T. harzianum +
harzianum + B. velezensis + T. Solugéo de 0,04% (v/v) de T. asperellum+
asperellum) Solucao de 0,8% (v/v) de B. velezensis
Controle Nenhum

Ao todo foram realizadas cinco avaliagbes (altura da planta, didametro do
caule, numero de folhas, numero de ramos, numero de botdes, numero de flores
e frutos), realizadas quinzenalmente e houve quatro colheitas de frutos no
periodo, respeitando-se o tamanho minimo de 10 cm para realizacéo da retirada

dos frutos.
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Para a medida da altura das plantas foi utilizada uma régua milimetrada
de 60 centimetros até a quarta coleta de dados, e uma régua milimetrada de 1,2
m para as duas ultimas avaliagdes. As plantas foram medidas desde a base até
a insercao mais alta de folhas, sem movimentacao das plantas. Para o diametro
do caule considerou-se a base da haste, mais préxima ao solo, medida com
paquimetro analégico 150 mm. O numero de folhas, ramos, botdes, flores e
frutos foram obtidos através de contagem simples.

Todos os resultados foram submetidos a analise de variancia e, quando
verificado efeito significativo, ao teste de Tukey a 0,05 de probabilidade. As
analises foram realizadas utilizando o programa R.4.1.1 (R Core Team, 2021) e

os pacotes ExpDes.pt (Ferreira et al, 2021) e easyanova (Arnhold, 2013).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Composicao da Comunidade Natural (EM)

A contagem da quantidade de UFC para fungos e bactérias foi realizada
em meio de cultivo proprio para cada um dos grupos de microrganismos, em
triplicata, donde chegou-se ao total de 5,96 x 108 conforme contagens

apresentadas no grafico da Figura 9.
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Figura 9 — Contagem de bactérias e fungos em plaqueamentos contendo a
comunidade natural (EM). R = repeticoes

A composi¢cdo microbiolégica da comunidade natural (“EM”) pode ser
observada na Tabela 8:

Tabela 8 — Quantidade e distribuigao de microrganismos encontrados na
comunidade natural — EM

Fungos N % Bactérias N %
Wickerhamomyces anomalus  54.955 86,59% Lactobacillus casei 25.607 83,19%
Saccharomyces sp. 7.502 11,82% Bacillus cereus group 4.844 15,74%
Pichiaceae sp. 852 1,34% Bacillus sp. 249 0,81%
Mucor circinelloides 105 0,17% Lactobacillus sp. 55 0,18%
Mucor racemosus 22 0,03% Lactobacillus zeae 11 0,04%
Mucor bainieri 13 0,02% Paenibacillus polymyxa 8 0,03%
Fusarium oxysporum 5 0,01% Priestia flexa 9 0,03%
Meyerozyma carpophila 6 0,01%

Rhizopus oryzae 8 0,01%

Quase a totalidade da amostra pode ser representada por seis grupos de
microrganismos (Figura 10). Entre as bactérias estdo, por ordem de
representatividade, Lactobacillus casei, Bacillus cereus e Bacillus sp. E entre os

fungos estao Wickerhamomyces anomalus, Saccharomyces sp., Pichiaceae sp.

Bactérias Fungos

Lactobacillus casei Wickerhamomyces anomalus
@ Bacillus cereus group @ Saccharomyces sp.
Bacillus sp. B Pichiaceae sp.
1%
g : 5
87%
83%

Figura 10 — Distribuicdo dos trés microrganismos mais abundantes identificados
na comunidade natural — EM
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Os trés principais fungos encontrados sao leveduras, estudadas por terem
importantes agdes como agentes de biocontrole na natureza. Estudos utilizando
W. anomalus como agente de biocontrole demonstraram ag&o antifungica, em
estudos in vitro, em relac&o a diferentes espécies de Monilinia sp (Grzegorczyk
et al., 2016).

Em estudos de poéds-colheita de cacau, W. anomalus inibiu o
desenvolvimento de fungos filamentosos de armazenamento, como
Thielaviopsis paradoxa e Colletotrichum gloeosporioides, através da producéo
de enzimas extracelulares que inibiram seu crescimento e a germinacao de
esporos (Zepeda-Giraud et al., 2020). Essas enzimas sao conhecidas como -
glucanases (Btaszczyk, 2017), que se ligam a receptores primarios da parede
celular de células alvo, depois sao translocadas para receptores secundarios da
membrana plasmatica e causam a lise osmoética e morte celular, esse
mecanismo também é conhecido por produgdo de toxinas killer (Izgu et al.,
2006). Ressalte-se que boa parte dos estudos sobre essa levedura s&o da area
de biotecnologia de alimentos, sendo muito encontrada em alimentos
fermentados e reconhecida por seu potencial antimicrobiano (Cecarini et al.,
2019).

Entre as bactérias, destaca-se o grupo dos Lactobacillus, grupo de
bactérias conhecidas por sua propriedade fermentativa, que reduz o pH do meio
e inibe o desenvolvimento de bactérias patogénicas (Olle & Williams, 2015).

A segunda espécie de destaque é o Bacillus cereus. Em estudo realizado
no México, essa bactéria foi encontrada em associacdo com raizes de tomateiro,
a qual foi identificada, isolada e aplicada junto a esterco solarizado promovendo
melhoria da produtividade (em 20%) e do desenvolvimento de plantas,
especialmente raizes (46%) na comparagédo com o0 uso apenas de adubos
minerais (Andrade-Sifuentes et al., 2022).

Alguns estudos, como o de Rungchaiwattanakul e outros autores (2022),
apontam para a agao sinérgica como agentes de biocontrole de W. anomalus e
Lactobacillus sp. na conservagao de silagem de milho e redugao da producéao de

aflatoxinas por Aspergilus flavus. Apesar de nao serem evidenciados os
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mecanismos dessa interagdo, o resultado da utilizacdo de uma comunidade
sintética foi mais interessante do que cada microrganismo isolado, ja que
bactérias acido laticas atuam na fermentagao, produzindo moléculas organicas
que reduzem o pH, e W. anomalus € uma levedura anaerdbia facultativa
resistente a meios acidos, e ambas produzem substancias que inibem o
desenvolvimento de outros microrganismos patogénicos.

Na produgado de mudas de pimentdo (C. annuum) foi possivel observar

diferenca entre os tratamentos (Figura 11 e Figura 10).

Todas, Wi
en Wil 1S

Figura 11 — Mudas de pimentao (C. annuum) aos 60 dias para cada um dos
tratamentos aplicados. A: T. asperellum; B: T. harzianum; C: Comunidade natural —

EM; D: Comunidade sintética; E: B. velezensis; F: Controle.
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Para didmetro do caule houve destaque para T. harzianum, entretanto,
sem diferenga com T. asperellum e B. velezensis. Em relagdo a altura, T.
harzianum e T. asperellum também se destacam, seguido do tratamento
Controle. Para numero de folhas, 0 mesmo ocorre com o melhor desempenho,
juntamente com o T. asperellum e o tratamento “comunidade sintética”. A massa
de matéria seca de parte aérea foi superior para o tratamento de T. harzianum.
Para a massa de matéria seca de raiz, e volume médio de raiz, observou-se
novamente destaque para o tratamento T. asperellum.

Sendo assim, conforme se pode observar na Figura 12, o tratamento com
T. harzianum e com T. asperellum se mostraram superiores na formacao de

mudas de pimentdo em quase todos os quesitos avaliados.
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Figura 12 — Diametro de haste (mm), altura de plantas (cm), nimero de folhas, comprimento de raiz (cm), massa de matéria seca de
raiz e parte aérea (g) de Capsicum annumm considerando a aplicagao de diferentes tratamentos com microrganismos

Letras mintsculas diferentes nas colunas representam diferencgas estatisticas considerando-se teste de Scoft-Knott com significdncia de 5%, para cada variavel observada.



40

Em estudo recente, os autores avaliaram a interagdo entre Trichoderma
sp e plantas de pimentdo verificaram diferengas mais significativas no
desenvolvimento de raizes e plantas (Yadav et al., 2021). Entretanto, o
experimento realizado por Yadav et al. (2021), implicou na aplicagéo in vivo de
T. harzianum e T. aperellum — isolados e em comunidade sintética (de T.
harzianum e T. asperellum apenas) em sementes biocondicionadas de C.
annuum. Os resultados obtidos no referido estudo para massa seca de raiz para
ambos os microrganismos isolados foi mais de trés vezes superior ao controle,
e a comunidade sintética chegou a ser seis vezes superior ao ultimo.

Uma das possiveis razdes para a diferenga entre os resultados obtidos
pelo experimento de Yadav e o que € apresentado neste trabalho, é a diferenca
de tratamento — no caso do presente estudo, os microrganismos foram aplicados
no substrato, enquanto no experimento conduzido por Yadav (2021) a aplicag&o
foi diretamente nas sementes, por meio de biocondicionamento, o que pode ter
intensificado os efeitos desses microrganismos por promover contato direto dos
microrganismos com os tecidos da semente.

A analise dos dados referentes as mudas também indicou que a utilizagao
da comunidade sintética composta por T. asperellum, T. harzianum e B.
velezensis nao teve desempenho superior aos tratamentos com os
Trichodermas isolados. Diferente do observado por Yadav (2021), em que a
utilizagdo conjunta de T. asperellum e T. harzianum obteve as melhores médias
para desenvolvimento de plantas e de raizes.

Possivelmente, esse resultado deveu-se a interacdo negativa entre B.
velezensis e os Trichodermas, ja que o primeiro pode produzir toxinas que inibem
o crescimento de fungos. Foi realizado um plaqueamento em triplicata, utilizando
placa de Petri de 150 x 25 mm, com meio de cultura PCA (composto por 5g/L de
triptona 1g/L de glicose, 2,5 g/L de extrato de levedura e 15 g/L de agar, com pH
igual a 7) para observagado da interagdo entre os trés microrganismos.
Nesse plaqueamento péde ser observado que todos se desenvolveram, porém,
apdés 21 dias apenas T. harzianum produziu esporos. Apos sete dias T.
asperelum ja apresentava hifas por toda a placa, porém nao formou corpos de
frutificacdo. Nao foi possivel observar o desenvolvimento de B. velezensis,

apesar de o meio ser utilizado para o desenvolvimento de bactérias. Seriam
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necessarios outros ensaios com meios de cultivo distintos, porém nao houve
tempo habil para realizagdo dos demais testes.

Interagdes entre microrganismos diferentes podem ser positivas ou
negativas, inclusive, € possivel que 0s mesmos microrganismos tenham
diferentes formas de interacdo em diferentes condi¢des de cultivo.

Um exemplo disso foi observado por Vassilev (2022), em co-cuturas de T.
harzianum e B. velezensis, que em situacdo de restricdo de nutrientes,
apresentaram uma relacdo de cooperagao, o que possibilitou que as duas
espécies crescessem na mesma placa. Diferente do que ocorreu com o cultivo
pareado em meio enriquecido, que induziu a expressao de genes que sintetizam
lipopeptideos de acao fungicida por parte de B. velezensis e culminou no néo
desenvolvimento de T. harzianum.

A Figura 13 ilustra algumas possibilidades de interagdo entre
microrganismos encontradas em pesquisas consultadas ao longo do trabalho.
Na condi¢do 1 tem-se a situagao observada por Vassilev (2022), que em meio
com restricdo de nutrientes, houve cooperacado entre T. harzianum e B.
velezensis, do tipo comensalista, ja que B. velezensi se utiliza dos metabdlitos
de T. harzianum e deixa de produzir substancias inibidoras.

A condicao 2 ilustra a relacdo de competicdo e amensalismo, quando em
meio de cultivo enriquecido, B. velezensis produz moléculas que inibem o
crescimento de T. harzianum.

A condicado 3 apresenta a situagao descrita por Yadav et al. (2021), em
que a utilizagao conjunta de T. asperellum e T. harzianum teve resultado superior
a aplicacdo de cada um deles individualmente em plantas de C. annuum,
indicando a possibilidade de relacdo cooperativa positiva entre eles.

As condicdes 4 e 5 apresentam as hipoteses para o resultado encontrado
no presente trabalho, que demanda estudos aprofundados, em que ora houve
impossibilidade de desenvolvimento de um dos microrganismos, ora alteracéo
da proporcdo esperada, de maneira a impactar o efeito esperado de cada
microrganismo individualmente.

Por final, a condicdo 6 apresenta a situacdo descrita por

Rungchaiwattanakul e outros autores (2022), em que a presenga de
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Lactobacillus sp. cria um ambiente em que W. anomalus e K. marxianus
conseguem crescer € se manterem no meio, porém de forma limitada, em uma
relacdo que poderia ser comensalista ou mutualista, j4 que as leveduras W.
anomalus e K. marxianus também produzem substancias inibidoras de outros
microrganismos.

Interagoes Positivas

©®
®

Condigdo 2 Condigao 3 Condicao Condicao 5 Condicao 6

»

4

£

T. harzianum + T. harzianum + T. harzianum + T. harzianum + T. harzianum + W. anomalus +
B. velezensis B. velezensis T. asperellum T. asperellum + T. asperellum + Kluyveromyces
B. velezensfs B. velezensis marxianus +

@ @ Lactobacillus

Interacdes Negativas

Figura 13 — Interagdes possiveis e observadas na literatura e nesse estudo, entre
diferentes microrganismos em condi¢oes distintas

O resultado observado no experimento de Vassilev (2022) pode ser um
indicativo do resultado obtido na produgdo de mudas de pimentdo, cujos
tratamentos que envolveram a aplicacdo de ambos os Trichodermas
isoladamente apresentaram resultados positivos para quase todos os
parametros, porém o mesmo nao foi observado para as plantas do tratamento
TCS (em que ambos os Trichodermas foram combinados com B. velezensis).

A comunidade natural (EM) nao teve efeito na formagao das mudas nos
quesitos diametro da haste, altura, numero de folhas, massa seca de parte aérea
ou massa seca e volume médio de raiz. Entretanto, tampouco causou danos ao
cultivo, além de a composigdo dessa comunidade, rica em leveduras,
Lactobacillus e Bacillus, indicar algum potencial de biocontrole que talvez possa

se expressar em outros estudos.
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Além disso, é possivel que se estudem outras composicdes de
comunidades naturais com microrganismos coletados na regido, adicionando-se
outros nutrientes ao meio de cultura, como leite, farinha de osso e pds de rocha,
possibilitando a presenga de uma gama mais diversa de microrganismos.

Esse resultado, na verdade, evidencia a necessidade de estudos de
campo e de laboratério com diferentes condicbes de crescimento e ressalta a
importancia de estudos como o que foi realizado e esta sendo apresentado neste
trabalho.

Considerando o experimento de campo (Figuras 10 e 11), ndo houve
diferenca entre os tratamentos, o que foi confirmado apds a realizacdo das
analises estatisticas (Tabela 8), e a produtividade, que seria uma das principais
variaveis para verificacdo do efeito dos tratamentos em campo, apresentou
variagdo muito grande, chegando a um coeficiente de variagéo de 63,12%.

Figura 14 — Vista das plantas de Capsicum annuum por tratamento aos 75 dias
apos o plantio em dois blocos diferentes. TCN = tratamento comunidade natural,
TCS = tratamento comunidade sintética.

TCN TCS Controle
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Tabela 9 — Altura média por planta (cm), diametro médio da haste por planta
(mm), massa seca média por planta (g), nimero de folhas por plantas e
produtividade total por area (t/ha) para cada um dos tratamentos de
microrganismos aplicados em plantas de pimentao. TCN = tratamento
comunidade natural, TCS = tratamento comunidade sintética.

Diametro Numero

Tratamentos Altura da haste Massa seca de folhas Produtividade (t/ha)
TCN 53,6* 14,3* 40,38 91,2* 5,6*

TCS 45,3* 12,9* 40,56* 77,3* 4,5*
Controle 52,5* 13,8* 36,00 82,7* 6,3*

Média 50,3 13,6 39,25 83,8 5,4
g:‘f/g‘;:gg;% 2126%  1573% 31,26% 22,43% 63,12%

*Considerando-se a probabilidade de 0,05, ndo foi possivel identificar diferengas
estatisticas entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Apesar de nao haver diferenca entre as médias dos tratamentos, os
graficos de caixa (Figura 11) permitem melhor compreensao do conjunto dos
dados analisado. Nos graficos € possivel observar que para altura da planta,
didmetro da haste e numero de folhas, ha destaque para a comunidade natural
(TCN) — apresentando, porém, maior variabilidade das informacdes. Exceto para
produtividade, o tratamento controle apresentou maior homogeneidade nos

parametros

O gréfico de produtividade indica que, apesar de o tratamento controle ter
tido plantas mais produtivas, a mediana é a mais baixa, o que significa que
metade das plantas tiveram menores produtividades em relacdo a TCN e TCS.
A comunidade natural foi o tratamento que obteve maior mediana, e um conjunto
mais homogéneo dos dados, de — 1,5 a 10,5 t/ha, apesar de uma média de
produtividade mais baixa (5,6 t/ha), enquanto o controle teve variacdo de 1,3 a
15 t/ha — com média de 6,3 t/ha, e a comunidade sintética de 1,2 a 13,2 t/ha, e
média de 4,5 t/ha.

Em todos os casos, entretanto, a amplitude das informacdes coletadas foi
consideravel, o que indica a necessidade de novos experimentos com maior

numero de observagdes para validar os resultados de campo.
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Figura 15 — Graficos de caixa de altura (cm), didametro haste (mm), massa seca (g), numero de folhas e produtividade total por area
(t/ha) para cada um dos tratamentos de microrganismos aplicados em plantas de pimentdao. TCN = tratamento comunidade natural,
TCS = tratamento comunidade sintética.
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Em campo néo houve diferencgas significativas entre os tratamentos, o que
aponta para a necessidade de mais estudos, com numero maior de observacoes
e mais tratamentos. Além disso, o campo sofreu com o ataque de formigas
(Figura 15) e de acaros (Figura 14), optamos por nao aplicar nenhum produto ou
calda a fim de ver se haveria algum efeito dos tratamentos sobre os aracnideos,

porém isso nao ocorreu e os danos atingiram todos os tratamentos igualmente.

o

Figura 17 - Planta de pimentao (C. annuum) com sinais de ataque por formigas
cortadeiras

Uma série de hipoteses podem ser aventadas a respeito da
impossibilidade de comparacdao entre as médias obtidas, sendo o ataque

generalizado a mais contundente, que afetou mais de 60% do plantio em campo.
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No caso das formigas a parcela que continha o tratamento controle de um
dos blocos foi completamente atacada, inviabilizando o uso dessa parcela nas

analises subsequentes, que foi tratada estatisticamente como parcela perdida.

W“ 'ﬁﬁ%&uu&

Figura 18 — Foto superior do campo experimental e mapeamento do ataque de
formigas e acaros nas plantas de pimentao (C. annuum)

Outra possibilidade é a adubacao ter sido suficiente para as plantas nao
necessitarem recrutar esses microrganismos para si. Para verificar essa
possibilidade seria possivel promover diferentes adubacdes na area. A aplicacao
dos microrganismos foi foliar, talvez se tivesse sido feita diretamente no solo, os
resultados poderiam ser distintos — para tal afirmacao seria necessario estudo
comparando resultado das duas formas de aplicagdo. A propria dosagem
utilizada poderia ser modificada, ou mesmo a frequéncia de aplicacoes, e

comparados os resultados.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Foi verificada a presenca de leveduras e lactobacillus na comunidade
natural (EM), o que corrobora a literatura cientifica sobre a composigdo do
material coletado, porém a diversidade encontrada nao foi tdo alta como se
esperava. Sendo que quase 100% dos microrganismos pertenciam a apenas 5
grupos.

Ainda assim, esses microrganismos encontrados apresentam, de acordo
com a literatura consultada, atividade antagonista com fungos patogénicos, e

podem ter importancia agronémica. Por isso merecem mais estudos, inclusive
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reproduzindo a coleta em diferentes épocas do ano e verificando se ha alteragao
em sua composicao.

Dentre os tratamentos utilizados na formagao de mudas de pimentao (C.
annuum), apenas T. harzianum e T. asperellum tiveram resultados de destaque
dos demais. E a comunidade sintética, composta por T. harzianum, T. asperellum
e B. velezensis teve desempenho inferior aos dois fungos aplicados
isoladamente. Tal resultado desperta para as interagbes entre os
microrganismos, que podem ser positivas ou negativas, e a necessidade de mais
estudos para compreendé-las. Inclusive o teste de aplicagdes escalonadas — no
caso da aplicagao conjunta de Bacillus e fungos, ja que os primeiros produzem
substancias que inibem o desenvolvimento de fungos.

Para futuras pesquisas, observou-se a necessidade de maior atencao
com o campo, preferencialmente em conjunto com um/a agricultor/a, o que pode
facilitar alguns manejos — desde a formagdo das mudas até o campo
propriamente dito. Realizagdo de testes pareados com os microrganismos que
comporao a comunidade sintética em diferentes condigdes de substrato e meios
de cultivo também podem ser interessantes para a analise dos dados.

Além disso, a analise de metabarcoding teve como produto um arquivo
em Fastg com todos os microrganismos encontrados na amostra. O
aprofundamento nesse conteudo seria muito interessante, bem como testes de
solubilizacido de fosforo, potassio, produgao de enzimas, toxinas e sideroforos,
para cada um dos microrganismos isolados.

Infelizmente, sdo muitas as possibilidades de estudo e pouco tempo para
todas elas nos 12 meses compreendidos em um projeto de Iniciagao Cientifica
e de trabalho de conclusdo de curso. A abordagem multidisciplinar pode ser
interessante, com mais de um pesquisador em torno de um tema comum, porém
contribuindo com diferentes olhares e especialidades, como a parte
microbioldgica laboratorial, a observacéo e cuidado com o campo e as pesquisas
especificas e identificagdo de microrganismos e suas funcionalidades

agrondémicas potenciais — atestadas ou ndo em campo.
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