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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a compatibilidade entre produtos
biologicos, amplamente utilizados em campos de meldo. Foram realizados 2 experimentos
independentes, um com Trichoderma asperellum (experimento 1), e outro com Bacillus spp.,
Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium (experimento 2). Foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado, com 6 tratamentos no experimento 1, e
10 tratamentos no experimento 2, com 5 repeticoes em ambos os experimentos. No
experimento 1, os tratamentos foram T1-T. asperellum URM 5911, T2-T. asperellum URM
5911 + B. subtilis, Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium, T3- T. asperellum URM
5911 + B. subtilis e B. licheniformis, T4- T. asperellum URM 5911 + B. pumilus CCTBO05, B.
subtilis CCTBO04 e B. amyloliquefaciens CCTBQ9, T5- T. asperellum URM 5911 + B. subtilis
QST 713, T6- T. asperellum URM 5911 + Bacillus subtillis UFPEDA 764. No experimento 2,
os tratamentos foram T1-B. subtilis, Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium, T2- B.
subtilis e B. licheniformis, T3-B. pumilus CCTBO05, B. subtilis CCTB04 e B.
amyloliquefaciens CCTBO09, T4- B. subtilis QST 713, T5- Bacillus subtillis UFPEDA 764,
T6- B. subtilis, Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium + T. asperellum URM 5911,
T7- B. subtilis e B. licheniformis + T. asperellum URM 5911, T8- B. pumilus CCTBO05, B.
subtilis CCTBO04 e B. amyloliquefaciens CCTB09 + T. asperellum URM 5911, T9- B. subtilis
QST 713 + T. asperellum URM 5911, T10- B. subtillis UFPEDA 764 + T. asperellum URM
5911. No trabalho, foram utilizadas as dosagens de bula de cada produto, e as caldas foram
ajustadas para 100 mL. Os produtos foram misturados e permaneceram em contato por 6
horas, simulando as condic¢des de campo, conforme relatado pelos produtores. Em seguida, foi
realizado diluicdes seriadas e posteriormente as placas foram incubadas para o
desenvolvimento dos microrganismos. A avaliagdo e a contagem das unidades formadoras de
colénias (UFCs) dos microrganismos aconteceram ap0s 5 dias de incubacdo no experimentol,
e no experimento 2, ap6s 24 horas. A andlise de variancia (ANOVA, p > 0,05), no
experimento 1, mostrou que os tratamentos T3, T5 e T6 apresentaram quantidades de UFCs
de Trichoderma inferiores ao controle T1, demonstrando uma porcentagem de inibigéo de 40,
21 e 45 %, respectivamente. J& no tratamento T2, foi observado um estimulo significativo no
crescimento do fungo. Este tratamento resultou em aumento de 18,18% no numero de
coldnias do Trichoderma, indicando compatibilidade, e sinergismo entre os produtos. O
tratamento T4 ndo apresentou diferenca estatistica do controle. No exp. 2, os tratamentos T6,
T7, e T8 apresentaram quantidades de colbnias de bactérias inferiores quando comparados
com seus respectivos controles. Ja os tratamentos T9 e T10 ndo apresentaram diferenga
estatistica em relacdo aos controles. Sendo assim, ndo se recomenda realizar a mistura entre
0s produtos que reduziram as unidades formadoras de col6nias dos produtos.

Palavras-chave: Controle bioldgico; microrganismos antagonistas; mistura em tanque.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the compatibility between biological products
widely used in melon fields. Two independent experiments were carried out, one with
Trichoderma asperellum (experiment 1), and the other with Bacillus spp., Lactobacillus
plantarum and Enterococcus faecium (experiment 2). A completely randomized experimental
design was used, with 6 treatments in experiment 1, and 10 treatments in experiment 2, with 5
replicates in both experiments. In experiment 1, the treatments were T1-T. asperellum URM
5911, T2-T. asperellum URM 5911 + B. subtilis, Lactobacillus plantarum and Enterococcus
faecium, T3- T. asperellum URM 5911 + B. subtilis and B. licheniformis, T4- T. asperellum
URM 5911 + B. pumilus CCTBO05, B. subtilis CCTB04 and B. amyloliquefaciens CCTB09,
T5- T. asperellum URM 5911 + B. subtilis QST 713, T6- T. asperellum URM 5911 + Bacillus
subtillis UFPEDA 764. In experiment 2, the treatments were T1-B. subtilis, Lactobacillus
plantarum and Enterococcus faecium, T2- B. subtilis and B. licheniformis, T3-B. pumilus
CCTBO05, B. subtilis CCTB04 and B. amyloliquefaciens CCTB09, T4- B. subtilis QST 713,
T5- Bacillus subtillis UFPEDA 764, T6- B. subtilis, Lactobacillus plantarum and
Enterococcus faecium + T. asperellum URM 5911, T7- B. subtilis and B. licheniformis + T.
asperellum URM 5911, T8- B. pumilus CCTBO05, B. subtilis CCTB04 and B.
amyloliquefaciens CCTB09 + T. asperellum URM 5911, T9- B. subtilis QST 713 + T.
asperellum URM 5911, T10- B. subtillis UFPEDA 764 + T. asperellum URM 5911. In this
study, the dosages indicated on the package insert for each product were used, and the
solutions were adjusted to 100 mL. The products were mixed and remained in contact for 6
hours, simulating field conditions, as reported by the producers. Then, serial dilutions were
performed and the plates were subsequently incubated for the development of
microorganisms. The evaluation and counting of the colony forming units (CFUs) of the
microorganisms occurred after 5 days of incubation in experiment 1, and in experiment 2,
after 24 hours. The analysis of variance (ANOVA, p > 0.05) in experiment 1 showed that
treatments T3, T5 and T6 presented lower amounts of CFUs of Trichoderma than the control
T1, demonstrating an inhibition percentage of 40, 21 and 45%, respectively. In treatment T2,
a significant stimulus in the growth of the fungus was observed. This treatment resulted in an
18.18% increase in the number of Trichoderma colonies, indicating compatibility and
synergism between the products. Treatment T4 did not show any statistical difference from
the control. In experiment 2, treatments T6, T7, and T8 showed lower amounts of bacterial
colonies when compared to their respective controls. Treatments T9 and T10 did not show
any statistical difference in relation to the controls. Therefore, mixing products that reduced
the colony-forming units of the products is not recommended.

Keywords: Biological control; antagonistic microorganisms; tank mixed.
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1 INTRODUCAO

A cultura do meloeiro é de grande importancia econdémica e social para o Estado do
Rio Grande do Norte. Em 2023 foram produzidas 604.025 toneladas, consolidando o Estado
como o maior produtor de meldo do Brasil (IBGE, 2024). A regido do semiarido nordestino
apresenta caracteristicas de clima quente, seco e com baixos indices pluviométricos,
proporcionando a condigéo ideal para o cultivo do meloeiro (PINHEIRO, 2015). Com estas
boas condi¢cGes para o desenvolvimento do meldo, os produtores vém adotando o
monocultivo, normalmente com trés ciclos de meldo por ano, sem rotacdo de culturas. Esta
pratica favorece os Patégenos Habitantes do Solo (PHS) (NASCIMENTO et al., 2018;
SALES JUNIOR et al., 2019) que sdo de dificil controle devido apresentarem ampla gama de
hospedeiros, e estruturas de resisténcia, que garantem a sua sobrevivéncia no solo por longos
periodos, mesmo em condic¢des adversas (ANDRADE et al., 2014).

O método de controle quimico embora seja 0 mais amplamente utilizado para o
controle de doencas de plantas, devido a sua praticidade (SANTQOS, 2013), simplicidade de
aplicacdo, e a necessidade de pouco conhecimento dos processos basicos de agroecossistema
(BETTIOL & MORANDI, 2009), ndo € o mais utilizado para o controle de PHS no meloeiro,
devido a escassez de produtos quimicos registrados no Ministérios da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), para este fim (AGROFIT, 2024). Além disso, 0s paises
importadores dos meldes brasileiros, exigem cada vez mais produtos livres de residuos
quimicos (EUROPEAN COMMISSION, 2024).

Uma das alternativas que mais vem sendo utilizadas para mitigar os impactos
negativos que esses patdgenos provocam na cultura do meloeiro, é o controle bioldgico, com
uso de microrganismos antagonistas, como fungos, bactérias, misturas de microrganismos e
metabolitos (PASCHOLATI, 2018).

Existe uma diversidade de produtos comercializados utilizando microrganismos e
outros componentes de origem bioldgica. Estes agentes de controle biolégico podem induzir
resisténcia das plantas, agir competindo por alimento e, além disso, podem alimentar-se dos
fitopatdégenos (ALVES, 2021). No ano de 2021 foram registrados no Brasil cerca de 92
produtos biolégicos (MAPA, 2022). No ano seguinte, o aumento foi de aproximadamente
70% (ANVISA, 2023). Dentre os microrganismos registrados para controle de doenca de
plantas, dois grupos lideram como principios ativos dos produtos: as bactérias do género
Bacillus, e fungos do género Trichoderma (AGROFIT, 2024).



14

Os produtores, na busca de potencializar seus resultados, e diminuir seus custos
operacionais, utilizam véarios produtos biolégicos em uma mesma aplicacdo no campo,
geralmente, sem o conhecimento sobre a natureza da interacdo entre 0s microrganismos, onde
muitas vezes, podem apresentar incompatibilidade. As consequéncias da ndo compatibilidade
desses produtos sdo perda da sua eficiéncia, e prejuizos econémicos, levando a
descredibilidade dos produtos bioldgicos (BRAGA et al, 2021).

Pesquisas envolvendo a utilizacdo de microrganismos antagonistas no controle de
doencas de plantas ocasionadas por PHS no meloeiro sdo escassas, e a maioria envolve a
interacdo de um agente de controle bioldgico e o patégeno/alvo, mas ndo abrange a interacao
de microrganismos benéficos inseridos simultaneamente em um mesmo patossistema (KOHL
et al., 2011). Vale ressaltar que combinacdes de produtos contendo microrganismos
antagonistas diferentes, podem provocar resultados melhores, ou piores, quando comparado
a0 seu uso individualizado (SRIVASTAVA et al., 2010).

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a compatibilidade entre
produtos bioldgicos amplamente utilizados em campos de meldo, a fim de evitar ineficiéncia

ou inativacdo dos ingredientes ativos e possiveis prejuizos a cultura e ao produtor.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos Gerais do Meloeiro

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma planta horticola da familia Cucurbitaceae
(CAVALCANTE NETO et al.,, 2020). E amplamente cultivada em regides temperadas,
tropicais e subtropicais ao redor do mundo (KESH E KAUSHIK, 2021).

Os meldes cultivados se classificam e se dividem em dois grupos botanicos: inodoros
ou nao climatéricos (C. melo var. inodorus), e aromaticos ou climatéricos (C. melo var.
cantalupensis) (ROBINSON E DECKER WALTERS, 1997). Os tipos comerciais Amarelo,
Pele de sapo e Honeydew pertencem ao grupo dos inodoros, ja 0s aromaticos sdo
representados pelos tipos comerciais Cantaloupe, Gélia e Charentais (COSTA, 2017).

Esta cultura adapta-se bem as condicdes edafoclimaticas do Brasil, especialmente na
regido Nordeste (ALVES et al., 2018). Deve-se dar preferéncia a solos de textura meédia
(franco-arenoso ou areno-argiloso), com boa porosidade, que possibilitem maior
desenvolvimento do sistema radicular, melhor infiltracdo da dgua e drenagem. O meloeiro é
bastante exigente quanto ao pH do solo, sendo recomendado para o cultivo a faixa entre 6 e
7,5 (COSTA et al., 2007).

A regido Nordeste € a principal produtora de meldo do Brasil, sendo o estado do Rio
grande do Norte o lider na producéo nacional dessa cucurbitacea. Na safra 2021/2022 a area
plantada no estado ultrapassou os 18 mil hectares, com uma colheita em torno de 300 mil
toneladas, sendo cerca de 2/3 dessa producdo destinada ao mercado externo (ABRAFRUTAS,
2022). O Cearda, Bahia, Pernambuco e Piaui seguem com 73.838, 65.675, 43.649 e 32.181
toneladas, respectivamente (ANUARIO HORTIFRUTI BRASIL, 2022).

As condigdes climaticas especificas da regido, como a baixa umidade e as altas
temperaturas, favorecem o desenvolvimento adequado do meloeiro, justificando a posi¢do de
destaque do Nordeste como maior produtor nacional dessa hortalica (ARAUJO, 2016). Além
das condi¢des climaticas favoraveis ao cultivo do meldo, o Estado do Rio Grande do Norte
também se destaca em produtividade devido as tecnologias empregadas pelas grandes
empresas produtoras (CUNHA FILHO, 2022; RICARTE, 2019).

Além de sua importancia econdmica no mercado brasileiro, sendo uma cultura de
destaque nas exportacdes (DALASTRA et al., 2016), o meloeiro desempenha papel social
significativo para o pais. A atividade gera cerca de 60 mil empregos diretos e indiretos
(SANTOS et al., 2021).
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O manejo de doencas do solo em areas de meldo, e atualmente realizado por meio de
um conjunto de préticas agricolas. Entre essas praticas destacam-se a nutricdo balanceada das
plantas, boa irrigacdo e o uso de fungos e bactérias antagonistas, que séo eficazes no controle
de fitopatogenos e promovem o crescimento das plantas (PANDOLFO, 2007). Em condicGes
de campo, ndo ha produtos quimicos registrados no MAPA para o controle de patdgenos
radiculares, o que torna seu manejo ineficiente e desafiador para os produtores (AGROFIT,
2024).

Além disso, a crescente demanda e exigéncia dos mercados internacionais, assim
como do mercado interno, por uma reducdo de residuos quimicos presente nas frutas, torna-se
indispensavel a adogdo de técnicas alternativas (EUROPEAN COMMISSION, 2024). Sendo
assim, a utilizacdo de controle bioldgico nas areas tem gerado um impacto positivo tanto para
0s produtores quanto para 0 meio ambiente. Consequentemente, as empresas estdo investindo
cada vez mais em tecnologias e nas formulagdes de produtos, um setor que tem crescido
significativamente (MEYER et al., 2019).

2.2 Controle Bioldgico

O uso de produtos de origem microbioldgica vem ganhando cada vez mais espa¢o na
producdo agricola mundial, e sdo indicados para diversas culturas, devido a ampla gama de
produtos disponiveis no mercado agricola e suas qualidades (MEDEIROS; SILVA;
PASCHOLATI, 2018).

A utilizacdo de microrganismo em areas de cultivos oferece uma série de beneficios
para as plantas. Estes desempenham um papel fundamental na reducdo de estresses abiéticos e
bidticos agindo como biofertilizantes e bioestimulantes, além de serem eficazes no controle de
doencas radiculares e da parte aérea (POVEDA; EUGUI, 2022).

Em comparagdo com o manejo que utiliza produtos quimicos, o uso de produtos
alternativos garante a rentabilidade da atividade do produtor e reduz os riscos associados ao
uso inadequado de produtos quimicos (BONETT et al., 2013).

Em 2022, o Brasil registrou 504 ingredientes ativos de agrotoxicos, dos quais 107
(21,2%) eram de origem biologica, incluindo microrganismo, semioquimicos, feromonios e
outros (ANVISA, 2023). Entre os registros realizados, predominam os produtos que utilizam

como principio ativo os géneros Bacillus e Trichoderma.
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2.2.1 Género Bacillus

As bactérias do género Bacillus sdo microrganismos de vida livre no solo, conhecidos
por serem promotores de crescimento em diversas culturas agricolas. Sdo bactérias gram-
positivas aerdbias, as quais conseguem formar enddsporos, o que as permite sobreviver por
um longo periodo em condi¢des adversas (FAN et al., 2012; TORRES et al., 2016).

Algumas espécies do género Bacillus, como B. subtilis, tem a capacidade de produzir
enzimas hidrofilicas extracelulares capazes de degradar polissacarideos. Além disso, elas
sintetizam compostos com acdo antibiotica, sendo eficazes no controle bioldgico
(RAGAZZO-SANCHEZ et al., 2011).

Outra capacidade do género, é a de sintetizar hormoénios que estimulam o crescimento
do sistema radicular das plantas. Esse efeito € resultado de uma série de mecanismos ativado
pelas bactérias quando em contato com a planta (HASSAN, 2017).

As formulagbes de produtos contendo cepas de Bacillus sp. oferecem uma vantagem
em comparagdo com a utilizacdo de outros microrganismos. 1sso ocorre porque essas bactérias
possuem a capacidade de formar estruturas de resisténcia (endosporos). O que promove maior
tolerancia a condigOes estressantes do meio, tais como variagdes de temperatura, e pH
(BAHADIR; LIAQAT; ELTEM, 2018).

2.2.2 Género Trichoderma

O Trichoderma é um fungo filamentoso do filo Ascomycota, pertencente a ordem
Hypocreales e familia Hypocreaceae. Na sua forma sexual (teleomorfica), é caracterizado
pelo género Hypocrea, enquanto a fase assexual (anamorfica) é representada pelo género
Trichoderma (MYCOBANK, 2023). Este fungo € amplamente reconhecido por sua atividade
saprofitica, nutrindo-se de matéria organica presente no solo, e por ser um organismo de vida
livre, geralmente encontrado na regido rizosférica das plantas (MEYER et al., 2019).

Trichoderma atua por meio de varios mecanismos, como a antibiose, micoparasitismo,
producdo de enzimas que degradam a parede celular dos patdégenos e a competicdo por
nutrientes e substratos. Além disso, o género tem a capacidade de promover o crescimento das
plantas e induzir resisténcia contra uma gama de patdgenos, proporcionando beneficios a
salde das plantas (AZEVEDO et al., 2020).

O género Trichoderma transformou completamente o cenario do controle bioldgico de

doencas de plantas no Brasil. Diversos produtos biologicos a base desse fungo estdo
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disponiveis no mercado e sdo registrados para o controle de uma ampla gama de doencas em
varias culturas agricolas (BETTIOL, 2019).

2.2.3 Quality WG®

O produto Quality WG (WG - "Water Dispersible Granules”) comercializado pela
empresa LALLEMAND - Solucbes Biologicas LTDA é um biofungicida baseado na
utilizagdo do fungo filamentoso Trichoderma asperellum isolado URM 5911, no controle de
doencas radiculares (AGROFIT, 2024).

O isolado URM 5911 atua produzindo moléculas com efeito toxico contra o patdgeno.
Além disso, possui a capacidade de parasitar as estruturas dos patégenos, colonizando suas
hifas, e competindo por espaco e nutriente. O produto é eficaz no controle dos fungos
fitopatdgenos Fusarium solani f. sp. phaseoli e Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum,
sendo indicado para todas as culturas de ocorréncia (AGROFIT, 2024).

Além dos produtos que utilizam fungos como principio ativo, ha também uma ampla
variedade de produtos que utilizam bactérias em sua composicao. Essas bactérias promovem
beneficios as plantas por meios de mecanismos diretos (fixacdo bioldgica de nitrogénio,
producdo de horménios e solubilizacdo de fosforo) e indiretos (producdo de siderdforos e
biofilme) (SINGH et al., 2017).

2.2.4 Compost Aid®

O produto Compost Aid®, comercializado pela empresa AllTech Crop Science, baseia-
se na utilizacdo de microrganismos (B. subtilis, L. plantarum e E. faecium), e enzimas
selecionadas para promover a decomposicdo de restos vegetais, criando um ambiente
favoravel para a proliferacdo de microrganismo benéficos, enquanto inibe o desenvolvimento
de patdégenos (COMPOST AID, 2024).

2.2.5 Nem Out®

O produto Nem Out®, comercializado pela empresa Alltech Crop Science, é um
produto bioldgico que tem como ingrediente ativo as bactérias (Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis) e enzimas selecionas que auxiliam na decomposicdo, promovendo a
mineralizacdo da matéria orgénica. Dessa forma, o produto tem efeito no controle de

nematoides, organismos que causam significativo nas culturas agricolas (NEM OUT, 2024).
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2.2.6 Biotrio®

O produto comercializado pela empresa BIOTROP - SolugBes em Tecnologias
Bioldgica € um inoculante promotor de crescimento compostos pelas cepas bacterianas
Bacillus pumilus CCTBO05, Bacillus subtilis CCTB04 e Bacillus amyloliquefaciens CCTBO09.
Estas bactérias promovem o aumento do sistema radicular, acelerando o desenvolvimento
inicial das culturas. Além disso, restabelecem o equilibrio bioldgico do solo, prevenindo
doencas radiculares (BIOTRIO, 2024).

2.2.7 Serenade®

O produto Serenade® formulado em suspencdo concentrada (SC) comercializado e
desenvolvido pela empresa BAYER - Health for all, hunger for none, é utilizado na
agricultura como fungicida, bactericida e nematicida microbioldgico, em diversas culturas. O
produto tem como principio ativo a bactéria Bacillus subtilis QST 713 (minimo de 1 x x10°
UFC/g de ativo) (AGROFIT, 2024).

O isolado atua na membrana celular das estruturas reprodutivas dos fungos, causando
deformacédo e rupturas. Além disso, compete por espaco e nutrientes no solo, préximo ao
sistema radicular. O produto é eficaz no controle de Fusarium f. sp. lycopersici, Rhizoctonia
solani, Sclerotinia sclerotiorum, Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, e Vvarios
outros patogenos (AGROFIT, 2024).

2.2.8 Rizos

O produto Rizos OG® comercializado pela empresa LALLEMAND — Solucdes
Bioldgicas LTDA é um bionematicida microbiol6gico que utilizada Bacillus subtillis
UFPEDA 764 (minimo de 3x10° UFC/mL) como principio ativo.

O isolado coloniza o sistema radicular e forma um biofilme, interfere no
reconhecimento nematoide-hospedeiro, reduzindo a penetracdo dos juvenis e favorecendo o
desenvolvimento das raizes saudaveis. O produto mostra eficiéncia contra o nematoide das
lesdes (Pratylenchus brachyurus Godfrey, 1929), e o nematoide das galhas (Meloidogyne
javanica Chitwood, 1949) (AGROFIT, 2024).

2.3 Compatibilidade de produtos biologicos

Com o crescimento da agricultura e a crescente demanda por producdo em larga

escala, € fundamental que o setor desenvolva métodos mais eficientes para a utilizacdo desses
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produtos, incluindo a reducdo de custos e a otimizacdo das aplicagcbes. Um dos métodos
comuns para alcancar essa eficiéncia € a mistura de produtos no tanque de aplicacéo
(GANDOLFO, 2018). No entanto, o conhecimento sobre possiveis misturas de produtos
bioldgicos ainda é limitado, o que pode representar um risco para os produtores (PETTER et
al., 2012).

Segundo Gazziero (2015), a mistura de tanque consiste na combinacdo de produtos e
substancias dentro do tanque do equipamento aplicador. Essa pratica oferece diversas
vantagens, como a reducdo de custos, a diminuicdo do numero de entradas na area, menor
consumo de combustivel e agua, além de outros beneficios (GUIMARAES, 2014). Além
disso, a mistura de diferentes produtos e doses em tanque, podem contribuir no manejo de
pragas e doencas em areas problematicas (KHUN et al., 2023).

Essas combinacGes podem levar a diferentes resultados: os produtos podem se
complementar, gerando efeitos sinérgicos ou aditivos. Entretanto, essa combinagdo tambem
pode provocar efeitos antagbnicos entre si, podendo causar prejuizos aos produtores que
adotam essa pratica (GAZZIERO, 2015). Isso pode ocorrer devido a constante interacdo dos
microrganismos presente em cada produto (GOUDA et al., 2018).

A incompatibilidade entre os produtos pode levar a uma reducdo na eficiéncia dos
produtos misturados, uma vez que reduz a viabilidade do ingrediente ativo disponivel. Além
disso, essa incompatibilidade pode causar a formacdo de aglomerados e precipitados no
tanque, resultando em entupimentos nos sistemas de aplicacdo (PETTER et al., 2012).

Diante dessas diversas possibilidades, ¢ fundamental realizar estudos sobre o uso
combinado de produtos, considerando que eles raramente sdo aplicados isoladamente nas
areas cultivadas (MATTOS et al.,, 2002). Este conhecimento pode fazer com que 0s
produtores melhorem a eficiéncia de aplicacdo dos produtos biol6gicos. Por outro lado, pode
auxiliar também as empresas para um direcionamento mais assertivo dos produtos,

contribuindo para o fortalecimento e consolidacdo do controle bioldgico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacéo e conducéo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Microbiologia e Fitopatologia na
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), no municipio de Mossord, RN. Foram
realizados testes in vitro de compatibilidade entre produtos de origem bioldgica utilizados no
manejo de doencas radiculares da cultura do meloeiro. Dois ensaios independentes foram
realizados para observar a influéncia muatua dos microrganismos contidos nos produtos
avaliados.

No experimento 1, o produto Quality®, que tem como ingrediente ativo o fungo
Trichoderma asperellum URM 5911, foi misturado com diferentes produtos a base de
bactérias e o crescimento in vitro dessas misturas de produtos foi comparado com o
crescimento do produto plaqueado isoladamente. Assim, foi possivel observar se os produtos
a base de bactérias tinham alguma influéncia sobre o crescimento do Trichoderma (UFCs).

Neste ensaio, utilizou-se 6 tratamentos e 5 repeti¢Oes (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento 1 durante o teste de compatibilidade.

TRATAMENTOS PRODUTOS INGREDIENTES ATIVOS DOSES
T1 (controle) Quality® T. asperellum URM 5911 200g/L
T2 Quality® + T. asperellum URM 5911 + B. subtilis, Lactobacillus 200g/L +
Compost Aid plantarum e Enterococcus faecium 5g/L
T3 Quality® + Nem T. asperellum URM 5911 + B. subtilis e B. 200g/L +
Out licheniformis 5¢/L
T4 Quality® + T. asperellum URM 5911 + B. pumilus CCTBO05, B. 200g/L +
Biotrio® subtilis CCTBO04 e B. amyloliquefaciens CCTB09 9mL/L
T5 Quality® + T. asperellum URM 5911 + B. subtilis QST 713 200g/L +
Serenade® 30g/L
T6 Quality® + Rizos® T. asperellum URM 5911 + Bacillus subtillis 200g/L +
UFPEDA 764 1,5mL/L

No segundo experimento, 5 produtos a base de bactérias foram plaqueados
individualmente, e cada um também foi plaqueado em conjunto com o produto Quality®.

Dessa forma, foi possivel observar se o Trichoderma asperellum URM 5911 tem alguma
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interferéncia no crescimento das bactérias dos produtos analisados. Neste caso, utilizou-se 10

tratamentos e 5 repeticdes (Tabela 2).

Em ambos os ensaios, foi utilizado o delineamento experimental inteiramente

casualizado. Cada ensaio foi repetido para confirmacéo dos resultados.

Tabela 2. Tratamentos utilizados no experimento 2 durante o teste de compatibilidade.

TRATAMENTOS PRODUTOS INGREDIENTES ATIVOS DOSES
T1 Compost B. subtilis, Lactobacillus plantarum e 5¢/L
Aid®(controle) .
Enterococcus faecium
T2 Nem Out®(controle) B. subtilis e B. licheniformis 5g/L
T3 Biotrio®(controle) B. pumilus CCTBO5, B. subtilis CCTBO04 e B. 9mL/L
amyloliquefaciens CCTB09
T4 Serenade®(controle) B. subtilis QST 713 30 g/L
T5 Rizos®(controle) Bacillus subtillis UFPEDA 764 1,5mL/L +
200g/L
T6 Compost Aid + B. subtilis, Lactobacillus plantarum e 5¢/L +
Quality® Enterococcus faecium + T. asperellum URM 5911 200g/L
T7 Nem Out + Quality®  B. subtilis e B. licheniformis + T. asperellum URM 5g/L +
5911 200g/L
T8 Biotrio® + Quality® B. pumilus CCTBO5, B. subtilis CCTB04 e B. amL/L +
amyloliquefaciens CCTB09 + T. asperellum URM 200g/L
5911
T9 Serenade® + Quality®  B. subtilis QST 713 + T. asperellum URM 5911 30 g/L +
200g/L
T10 Rizos® + Quality® Bacillus subtillis UFPEDA 764 + T. asperellum 1,5mL/L +

URM 5911

200g/L
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3.2 Teste de compatibilidade entre os produtos

Inicialmente, foi estabelecido uma calda padrdo de 100 mL para cada tratamento
(Tabela 1 e 2). Nos experimentos, os produtos foram pesados em balanga de preciséo e
misturados em Erlenmeyer de vidro contendo agua previamente autoclavada, ja em
temperatura ambiente. Para cada produto foi utilizado a dosagem de bula de cada fabricante.

ApOs as misturas, os produtos permaneceram em contato durante 6 horas, sendo
agitado a cada 1 hora, simulando uma mistura em tanque (Figuras 1 e 2). Esse periodo foi
estabelecido com base em relatos de produtores da regido produtora de meldo. Durante o
processo foi observado se houve alteracBes fisicas (mudanca de cor e formacgdo de

precipitados).

Figura 1. Misturas do produto Quality® associado a produtos & base de bactérias, apos 6
horas de contato antes do plagqueamento em meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA). A= Quality®; B= Quality® + Compost Aid®; C= Quality® + Nem Out®; D=
Quality® + Biotrio®; E= Quality® + Serenade®; F= Quality® + Rizos®. Fonte:
Elaborado pelo autor (2024).
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Figura 2. Misturas de produtos a base de bactérias associados ao produto Quality® apds 6
horas de contato antes do plagueamento em meio de cultura Nutriente Agar (NA).
A= Compost Aid; B= Nem Out; C= Biotrio®; D= Serenade®; E= Rizos®; F=
Compost Aid® + Quality®; G= Nem Out® + Quality®; H= Biotrio® + Quality®; I=

Serenade® + Quality®; J= Rizos® + Quality®. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

3.3 Quantificagéo de microrganismos

Foi retirado uma amostra de 10 mL de calda de cada Erlenmeyer, e esta foi
considerada como diluigdo 0 (Concentrado). A partir da diluicdo 0, foi realizado dilui¢des
seriadas até alcancar uma diluicdo que possibilitasse a contagem das col6nias. De cada
diluicdo foi plaqueado 100 puL em cada placa de Petri (em triplicata) contendo meio de
cultura. Para a quantificacdo no ensaio 1, foi utilizado o meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA), suplementado com Triton X (0,25 mL/L). Para o ensaio 2, foi utilizado o meio de
cultura Nutriente Agar (NA). Para cada diluicdo, a mistura foi espalhada nas placas com o
auxilio de uma alca de Drigalski (TORTORA, 2006).

As placas foram mantidas em estufa com demanda bioquimica de oxigénio (BOD) a
28 £ 2°C, por um periodo de 5 dias para o ensaio 1, e 1 dia para 0 ensaio 2, devido no
experimento 2 ter sido avaliado bactérias, que tem um crescimento mais rapido. Foi realizado
a contagem das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC/mL) com caracteristicas de cada
microrganismo contido em cada produto (Figuras 3 e 4) e aplicada a férmula abaixo.

Média de col6nias na diluigdo x Fator de diluigdo x Volume do inoculo

Nos resultados, considerou-se como incompatibilidade parcial o tratamento que

apresentou reducdo de UFCs em comparacao com seus respectivos controles.
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Figura 3. Placas representativas dos plagueamentos das caldas do experimento 1. A=
Quality®; B= Quality® + Compost Aid®; C= Quality® + Nem Out®; D= Quality®
+ Biotrio®; E= Quality® + Serenade®; F= Quality® + Rizos®. Fonte: Elaborado

pelo autor (2024).

Figura 4. Placas representativas dos plaqueamentos das caldas do experimento 2. A=
Compost Aid®; B= Nem Out®; C= Biotrio®; D= Serenade®; E= Rizos®; F=
Compost Aid® + Quality®; G= Nem Out® + Quality®; H= Biotrio® + Quality®; I=
Serenade® + Quality®; J= Rizos® + Quality®. Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

3.4 Analises estatisticas

Uma ANOVA preliminar foi realizada para determinar se havia diferencas
significativas entre 0s experimentos, e se 0S mesmos seriam compativeis. Para os dados do
experimento 1, utilizou-se o teste de Dunnet a 5% para comparacdo de médias. Para o

experimento 2, os dados ndo atenderam as condic¢des de normalidade e homogeneidade, sendo
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realizada a analise ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis e as médias dos contrates
foram comparadas pelo teste de Bonferoni. Utilizou-se o software SAS Analytics Software
(SAS, 2015).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: compatibilidade do T. asperellum URM 5911 com diferentes produtos a base
de bactérias.
A analise de variancia (ANOVA, p > 0,05) dos ensaios indicou diferenca estatistica

significativa entre os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Médias de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) de Trichoderma asperellum

por mililitro (mL) misturados com diferentes produtos a base de bactérias.

Porcentagem de

Média das UFCs de crescimento de

Tratamentos Trichoderma Trichoderma
(UFCs) em relacédo
ao controle
T1- T. asperellum URM 5911 1,10 X 10%* 100,00
(Controle)
T2- T. asperellum URM 5911 + B.
subtilis, Lactobacillus plantarum e 1,33 X 109* 118,18
Enterococcus faecium

subtilis e B. licheniformis

T4- T. asperellum URM 5911 + B.
pumilus CCTBO05, B. subtilis CCTB04 e 1,02 X 10° 90,73
B. amyloliquefaciens CCTB09

T5- T. asperellum URM 5911 + B. 8
subtilis QST 713 8,69 X 10 79,00

T6- T. asperellum URM 5911 + Bacillus 8
subtillis UFPEDA 764 6,05 X 10 65,00

Valores seguidos de * nas colunas apresentam diferenca estatistica entre a testemunha. Os dados sdo valores

médios de cinco repeti¢Oes por tratamento. Valores significativos a 5% pelo teste de Dunnet.
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Os tratamentos T3 (T. asperellum URM 5911 + B. subtilis e B. licheniformis), T5 (T.
asperellum URM 5911 + B. subtilis QST 713) e T6 (T. asperellum URM 5911 + Bacillus
subtillis UFPEDA 764) apresentaram quantidades de Trichoderma inferiores ao controle (T1-
T. asperellum URM 5911), demonstrando uma porcentagem de inibicdo de 40; 21 e 45 %,
respectivamente. Os referidos produtos foram parcialmente incompativeis pois reduziram o
crescimento de T. asperellum URM 5911. Essa reducdo no crescimento de Trichoderma pode
estar relacionado a producdo de lipopepitideos produzido pelas bactérias, conforme relatam
Sarwar et al. (2018). Estes pesquisadores expuseram que estes compostos sdo conhecidos por
suas propriedades antimicrobiana e antifingica, observada quando espécies de Bacillus
exibiram atividade de controle de T. atroviride quando cultivados em meio de cultura Luria-
Bertani (LB). Os lipopepitideos quando testados em forma de extrato, também suprimiram
significativamente o crescimento do T. atroviride.

As fengicinas e as iturinas, sdo lipopepitideos, conhecidas por suas atividades
antifungicas. Estes compostos possuem uma estrutura anfifilica (porcdo hidrofilica e outra
hidrofobica) que facilita sua interacdo com componentes essenciais da membrana flangica
(esterdis e fosfolipidios). Esse contato resulta na formacdo de poros que torna a membrana
mais permeéavel e sensivel, comprometendo sua integridade estrutural (DELEU et al., 2005).

Um resultado semelhante foi relatado por Li et al. (2005), os pesquisadores
observaram que devido a producdo de iturina (composto antimicrobiano e antifungico),
especialmente produzido por Bacillus subtillis, esta relacionado a lise de conidios de T.
harzianum, e na formacdo dos clamidosporos (estrutura de resisténcia). A iturina atua
danificando as membranas celulares de fungos e bactérias, causando vazamento do contetdo
celular.

Yang et al. (2024), notaram que na inoculacdo conjunta de Bacillussp. 1-23 e
Trichoderma spp. BBP-6, a bactéria inibiu o desenvolvimento e o crescimento do fungo. O
estudo revelou que as células de Bacillus colonizaram as hifas do Trichoderma, resultando na
destruicdo da parede celular do fungo.

Em estudos sobre os efeitos adversos de Trichoderma no cultivo de fungos
comestiveis, 0s autores observaram que Trichoderma apesar de ser amplamente utilizado
como agente de controle, pode agir de forma prejudicial em sistemas de cultivos de fungos,
por ser agressivo, e ter capacidade de colonizacdo muito rapida. No entanto, foi observado
que diversas espécies de Bacillus possuem capacidade antagonista e podem ser usados no
controle do Trichoderma, nessa situacdo os pesquisadores relataram incompatibilidade total
(KIM et al. 2008).
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J& no tratamento T2 (T. asperellum URM 5911 + B. subtilis, Lactobacillus plantarum
e Enterococcus faecium), foi observado um estimulo significativo no crescimento do fungo.
Este tratamento resultou em aumento de 18,18% no numero de col6nias do Trichoderma,
indicando compatibilidade e sinergismo entre os produtos.

Um estudo mostrou que, o contato entre Bacillus megaterium TSB16, e o
Trichoderma harzianum, resultou em um aumento no namero de col6nias, tanto do fungo
quanto da bactéria. Esse sinergismo pode ser atribuido a liberacdo de metabolitos produzidos
por ambos 0s microrganismos, que favorece o crescimento mutuo (KHADEEJATH
RAJEELA., 2018). O que podemos observar é a semelhanca de ambos os trabalhos que
estudam a interacdo microbiana em um mesmo ambiente. Nos dois casos, a
complementariedade metabdlica resultou em crescimento sinérgicos dos microrganismos, e
indicam que essa associa¢do pode potencializar o uso conjunto dos agentes de controle
bioldgico.

Em outro estudo, Schmoller (2021), quando utilizou uma combinacdo de
Trichoderma harziannum URM 8119, Trichoderma asperellum URM 8120 e Bacillus
amyloliquefaciens CCT 7901 no controle de Sclerotinia sclerotiorum, constatou que a
associacao desses microrganismos foi mais eficiente no combate ao patégeno em comparacao
ao uso individual de cada isolado, e o efeito sinérgico aumentou as populacdes benéficas dos
microrganismos aplicados.

O tratamento T4 (T. asperellum URM 5911 + B. pumilus CCTBO05, B. subtilis
CCTBO04 e B. amyloliquefaciens CCTB09) ndo apresentou diferenca estatistica do controle
(T1- T. asperellum URM 5911), sendo compativel com as médias reais 1,02 X 10°e 1,10 X
10° equivalentes. Em estudo, Yobo et al., (2011) testaram in vitro a compatibilidade de
Trichoderma sp. e Bacillus sp., e observaram que o contato entre esses microrganismos nédo
interferiu no crescimento ou desenvolvimento de nenhum dos dois. Além disso, a aplicacédo
conjunta desses microrganismos resultou em aumento significativo na produtividade do
feijdo. Resultado semelhante foi obtido por Singh (2021) ao estudar a compatibilidade de T.
harzianum, B. subtillis e P. fluoresncens, demonstrando que 0 uso conjunto desses agentes
ndo interferiu no desenvolvimento individual das espécies. Além disso, 0 uso combinado teve
efeito satisfatorio no manejo desses patdgenos habitantes do solo, Meloidogyne incognita,
Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani.

Embora o presente estudo tenha mostrado que algumas misturas apresentaram
incompatibilidade, outras revelaram compatibilidade, ou até sinergismo. Portanto, pode-se

afirmar que mesmo diante de um resultado de compatibilidade entre Trichoderma e Bacillus,
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é importante realizar testes prévios pois ha variacdo nos resultados, dependendo das
espécies/produtos. Além disso, é fundamental a realizacdo de estudos em campo para validar
os resultados em condicdes reais. No solo existem fatores bioticos e abidticos que podem
influenciar positivamente, ou negativamente, o desenvolvimento de cada microrganismo

presente nos produtos e suas respectivas misturas.

Experimento 2: compatibilidade de diferentes produtos a base de bactérias com T. asperellum
URM 5911.

Os tratamentos T6 (B. subtilis, Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium + T.
asperellum URM 5911) e T7 (B. subtilis e B. licheniformis + T. asperellum URM 5911) e T8
(B. pumilus CCTBO5, B. subtilis CCTB04 e B. amyloliquefaciens CCTB09 + T. asperellum
URM 5911) apresentaram quantidades de col6nias de bactérias inferiores quando comparados
com seus respectivos controles. As porcentagens de reducdo foram de 98,38 e 98,00% para
T6, e 96,31 e 98,62% para T7 e 70,59 e 84,13% no T8 nos ensaios 1 e 2, respectivamente
(Tabela 4). Estas misturas de produtos apresentaram incompatibilidade parcial, visto que
reduziram o nimero de colonias das bactérias.

Tabela 4. Contrastes das médias dos produtos a base de bactérias misturados com T.
asperellum URM 5911

Reducéo
- . . - . . (%) em
Contrastes Medias reais (ensaio 1)  Médias reais (ensaio 2) ~
relacdo ao
controle
T6 - B. subtilis,
Lactobacillus plantarume (1,09 X 108) + (1,77 X 10%) * (1,24 X 10°) + (2,48 X 104 * 98,38 € 98,00
Enterococcus faecium +
T. asperellum URM 5911
T7 - B. subtilis e B. 5 " 5 4
licheniformis & T. (1,57 X 106) + (5,80 X 10%) * (1,45 X 106) + (2,88 X 10%) ** 96,31 € 98,62
asperellum URM 5911
T8 - B. pumilus CCTBO05,
B. subtilis CCTBO04 e B. 6 5 6 5
amyloliquefaciens (1,01 X 108) + (2,97 X 105) ** (1,26 X 106) + (2,00 X 105) ** 70,59 e 84,13
CCTBO09 + T. asperellum
URM 5911
T9 - B. subtilis QST 713 - 7 7 7
+ T, asperellum URM (11X 107) + (2,97 X 107) ns (4,88 X 107) + (1,82 X 107) ns 0e 62,70
5911
T10 - Bacillus subtillis (1,01 X 10°) + (1,22 X 10%) ns (1,31 X 108) + (1,08 X 10°) ns 0el7,55

UFPEDA 764 + T.
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asperellum URM 5911

Optou-se por colocar as médias reais para facilitar o entendimento. O primeiro valor das médias corresponde ao
controle, e 0 segundo, ao valor da mistura. Analise ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis, e contrates
foram comparados pelo teste de Bonferoni. Valores seguidos de * ou ** nas colunas apresentam diferenga

estatistica entre de 5% ou 1% de significancia.

Guo et al (2021) em estudo in vitro, testaram os metabdlitos de trés espécies de
Trichoderma (T. harzianum, T. virens e T. koningi) quanto ao potencial de inibicdo bacteriano
utilizando Ralstonia solanacerarum como alvo. Os autores relataram que os metabdlitos de T.
harzianum apresentaram maior atividade antibacteriana, seguido de T. virens e T. koningi.
Esta atividade antibacteriana pode ser atribuida aos varios compostos bioativos presentes nos
metabolitos desses fungos. Pode-se citar a lisozima que causa o rompimento da membrana,
vazando seu contetdo celular, causando a morte das células bacteriana. Essa pesquisa
corrobora com os resultados do presente trabalho, que demostrou reducéo significativa das
colbnias bacterianas presente nos produtos analisados.

Outra hipotese que valida os resultados, foi descrita por Xu et al. (2011), ao estudar o
uso combinado de Trichoderma sp. e Bacillus sp. No estudo eles observaram alta capacidade
inibitdria dos microrganismos quando cultivado em conjunto, em um mesmo meio de cultura.
Este ambiente pode resultar em competicdo por nutrientes, o que afeta negativamente o
crescimento e a atividade de alguns deles. Além disso, a inibicdo entre as espécies pode estar
relacionada ndo apenas a competicdo por nutrientes, mas também aos seus diferentes
mecanismos de acdo, como producdo de enzimas, e metabdlitos secundarios.

Hibbing et al. (2010) explicam que em meios de cultura a competigéo por nutrientes se
intensificam, devido a escassez de recursos. Nesse microambiente 0s microrganismos
precisam competir entre si para acessar 0s nutrientes disponiveis. Aquele microrganismo que
tiver eficiéncia na absorcdo dos nutrientes se sobressai, e tera mais chances de prevalecer.

Ja o tratamento T9 (B. subtilis QST 713 + T. asperellum URM 5911) e T10 (Bacillus
subtillis UFPEDA 764 + T. asperellum URM 5911) ndo apresentaram diferenca estatistica em
relagdo aos controles. As porcentagens de reducdo foram 0 e 62,70% para T9, e 0 e 17,55%
para T10, apresentando compatibilidade nas misturas testadas (Tabela 4). Estes resultados
estdo em concordancia com os observados por Patkowska et al. (2020). Estes pesquisadores
verificaram que o uso de T. harzianum na cultura da cenoura ndo apenas aumentou
significamente as populagbes de Bacillus sp., mas também estimulou o desenvolvimento de

outras comunidades microbianas benéficas na rizosfera. Evidenciando que esses
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microrganismos podem conviver sem causar nenhum problema no desenvolvimento dos

mesmaos.

5 CONCLUSAO

O Trichoderma asperellum URM 5911 foi compativel com os tratamentos T2 (T.
asperellum URM 5911 + B. subtilis, Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium) e T4
(T. asperellum URM 5911 + B. pumilus CCTBO05, B. subtilis CCTBO04 e B. amyloliquefaciens
CCTBO09), ja a mistura com o T2 apresentou efeito sinérgico, aumentando o numero de UFCs
de Trichoderma. As misturas com os tratamentos T3 (T. asperellum URM 5911 + B. subtilis e
B. licheniformis), T5 (T. asperellum URM 5911 + B. subtilis QST 713) e T6 (T. asperellum
URM 5911 + Bacillus subtillis UFPEDA 764) apresentaram incompatibilidade parcial, com
reducdo no nimero de UFCs de Trichoderma.

No experimento com produtos a base de bactérias, os tratamentos T9 (B. subtilis QST
713 + T. asperellum URM 5911) e T10 (Bacillus subtillis UFPEDA 764 + T. asperellum
URM 5911), apresentaram compatibilidade com o Trichoderma asperellum URM 5911. Os
tratamentos T6 (B. subtilis, Lactobacillus plantarum e Enterococcus faecium + T. asperellum
URM 5911), T7 (B. subtilis e B. licheniformis + T. asperellum URM 5911) e T8 (B. pumilus
CCTBO05, B. subtilis CCTB04 e B. amyloliquefaciens CCTB09 + T. asperellum URM 5911)
apresentaram unidades formadoras de coldnias de bactérias inferiores quando misturados com

Trichoderma, havendo incompatibilidade parcial.
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