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RESUMO:

Microrganismos vém sendo empregados como excelentes biopesticidas de fitopatégenos e
pragas nas principais culturas comerciais. Nos ultimos anos, diversos produtores rurais
tém fabricado em suas fazendas biopesticidas para aplicacdo direta nas lavouras, pratica
conhecida como producdo “on farm”. Esses microrganismos atuam na indugdo de
resisténcia, parasitismo, antagonismo e a producédo de enzimas que degradam a parede
celular, assim como a producdo de sustancias téxicas, caracteristicas essenciais para o
controle alternativo de pragas e doencas. O uso de microrganismos constitui uma
excelente estratégia de controle, além da multiplicagdo “on farm”. No entanto, o produtor
desconhece muitas vezes como fazer este tipo de manejo sem causar prejuizo na lavoura,
além de estratégias de multiplicacdo com seguranca e qualidade. No presente trabalho de
producdo tecndlogica, serdo abordados passos necessarios para a producdo de
microrganismos (Trichoderma sp., Metarhizium anisopliae, Bacillus subtilis, B. pumilus, B.
amyloliquefaciens, B. thuringiensis, Bauveria bassiana, Nomuraea riley e Azospirillum
brasilense). As vantagens deste sistema de producéo, além de contribuir com a difusdo de
conhecimento sobre a utilizagdo de microrganismos, colaborando para a sustentabilidade
de sistemas agricolas. Além de abordar perspectivas futuras desta ferramenta
biotecnoldgica.

PALAVRAS-CHAVE: Trichoderma sp; Bacillus subtilis; B. thuringiensis
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1- INTRODUCAO

O aumento da populagdo mundial e as mudancas climéaticas representam um
desafio para a producdo agricola global. Ha necessidade de se intensificar a producao
agricola de maneira sustentavel e encontrar solucdes sustentaveis para combater
patogenos e pragas (BOON et al., 2014; MURILLO-CUEVAS et al., 2019).

Outro fator agravante é a resisténcia de pragas e doencas as moléculas quimicas e
a diminuicdo de lancamentos de produtos. A populagcdo mundial atualmente tem exigido
produtos livres de agroquimicos, fazendo com que aumentem as pesquisas em programas
de controle biologico (ALEKSEEVA et al., 2019).

Microrganismos tem potencial para promover o biocontrole de doencas e pragas,
bem como o crescimento das plantas e a tolerancia do organismo vegetal ao parasitismo
de fitopatdgenos, podendo representar uma solucéo sustentavel promissora para melhorar
a producéo agricola (GABARDO et al., 2020ab).

Entre os microrganismos utilizados no controle biolégico de pragas e doencas,
podemos citar os fungos do género Trichoderma, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Nomuraea rileyi (Farlow) Samson e bactérias do género Bacillus spp.
(LAZZARINI, 2005; HAIDAR et al. 2016; GABARDO et al., 2020a).

Os fungos do género Trichoderma sdo reconhecidamente os mais estudados e os
que mais tém sido utilizados como principio ativo de biofungicidas (BETTIOL e MORANDI,
2009; Woo et al., 2014; KARAOGLU et al., 2018; ALEKSEEVA et al., 2019). Outro exemplo
de fungos que apresentam uma grande importancia na regulacédo natural de populacfes de
insetos e acaros pragas, sdo os fungos entomopatogénicos das espécies Beauveria
bassiana e Metarhizium anisopliae, atuando como agentes causais de doencas de
inimeros artropodes (MASCARIN; PAULI, 2010).

No Brasil, o fungo mais estudado e produzido em escala comercial € o M. anisopliae
sensu lato, cujo uso ja atingiu mais de um milhdo de hectares em area aplicada e tratada
no campo (MICHEREFF FILHO et al., 2009; LI et al.,, 2010). Particularmente para as
bactérias, muitos trabalhos vém sendo realizados para elucidar as interacdes entre
antagonista-patdégeno-hospedeiro (ROMEIRO et al., 2005; HALFELD-VIEIRA et al., 2006;
RYAN et al., 2008). Além destes estudos no Brasil, ha na literatura uma grande quantidade
de relatos da eficiéncia de Bacillus subtilis e Bacillus pumilus, devido a multiplos modos de
acdo contra diversos patogenos, especialmente fungos. Bacillus thuringiensis é uma
bactéria grampositiva e entomopatogénica, aerdbica ou facultativamente anaerébica,
naturalmente encontrada no solo. A semelhanca de outras bactérias, esta espécie pode
manter-se em laténcia na forma de enddsporos, sob condi¢cdes adversas (PEFEROEN,
1997).



As bactérias pertencentes ao género Azospirillum tem sido intensamente estudada
por sua possivel aplicacdo no cultivo de milho, trigo e outras culturas (EPSTEIN e BLOOM,
2006). Esta auxilia de diversas formas o desenvolvimento das culturas; destaca-se a
producdo de hormdnios, beneficiando o maior desenvolvimento radicular, 0 aumento do
processo da reducdo assimilatoria de nitrato disponivel no solo e a fixacdo biolégica de
nitrogénio (REIS, 2007).

A produgéo caseira de biodenfensivos, conhecida como “on farm” vem aumentando
nos ultimos anos, tendo como uma das principais vantagens a reducdo do custo dos
produtores com defensivos, que pode chegar a 80. Espera-se com este trabalho difundir
informagdes sobre a produgédo de bioinsumos, contribuindo para a viabilidade deste

sistema de producdo tanto para a agricultura organica, convencional e sustentavel.

2 - PRODUGCAO E FORMULAGAO DE PRODUTOS “ON FARM”

Para que os produtos biolégicos sejam feitos com qualidade € necessario dispor de:
(1) estrutura fisica adequada, contendo equipamentos e insumos de boa qualidade,
(2) meio de cultura adequado e

(3) colecdo de trabalho contendo os microrganismos bem identificados e

preservados.

2.1 ESTRUTURA FiSICA

Recomenda-se que a estrutura fisica de uma unidade de producdo seja composta
minimamente por 4 areas: a) area de utilidades; b) area de fermentacdo; c) area de
estoque de insumos e d) area de armazenamento de produto acabado.

E importante contar com um laboratério de controle de qualidade (e), podendo este
ser na propria propriedade terceirizado.

a - Area de utilidades: A &area de utilidades pode-se restringir a uma cobertura sob a
qual se disponham equipamentos que dao suporte a unidade de producdo. No caso da
producdo ser realizada em fermentador, os equipamentos devem ser. um gerador de
vapor, compressor de ar e sistema de resfriamento (torre de resfriamento e/ou agua
gelada).

b - Area de fermentacdo: ambiente destinado ao (s) reator (es) ou outro
equipamento semelhante para producéo dos microrganismos.

c - Area de estoque de insumos: area destinada aos materiais que serdo
empregados no processo de fermentacdo. Esta &rea devera ser arejada.

d - Area de armazenamento de produto acabado: nesta area sera estocado o

produto acabado e de preferéncia deve possuir um sistema de refrigeracao.



e - Area de processo e controle de qualidade: Este espaco sera destinado aos
ensaios de controle de qualidade. Este espago deve conter 0os seguintes equipamentos:

- Agitador de tubos vortex

- Agitador magnético

- Autoclave vertical analdgica 100 litros

- Balanca de preciséao

- Estufa incubadora microbiolégica

- Estufa para secagem de material

- Freezer frost free

- Phmetro digital

- Micropipetas automaticas de precisao

- Refrigerador frost free

Todas as areas deverdo ser mantidas limpas, livres de residuos e sujeiras para
evitar a presenca de insetos e roedores e devem ser periodicamente higienizadas e

desinfetadas com produtos apropriados.

2.2 MEIOS DE CULTURA PARA PRODUCAO EM LARGA ESCALA

Para cultivar as bactérias do género Bacillus, é fundamental dispor de um meio de
cultura adequado. Os meios de cultivo para essas bactérias geralmente possuem uma
fonte de nitrogénio (extrato de caseina, caseina hidrolisada, peptona), outra de carbono
(glicose, dextrose, amido) e sais minerais (micro e macro elementos). Algumas vezes se
adicionam ao meio alguns tampdes (fosfato) e antiespumantes a fim de facilitar o
processo. A fonte de carbono, além de fornecer matéria prima para muitos compostos
celulares, serve como fonte de energia. O nitrogénio € requerido principalmente para
sintese de proteinas e acidos nucléicos. Os sais minerais atuam como cofatores e sdo
também importantes no controle da osmolaridade celular. Existem diversos meios de
cultura disponiveis no mercado. E recomendavel conhecer a procedéncia e qualidade dos
mesmos, pois muitas empresas comercializam meios de cultura fabricados a partir de
residuos ou subprodutos que apresentam variacdo nos teores de carboidratos e proteinas
entre diferentes lotes. Desta forma, o produto final resultante podera apresentar diferentes

rendimentos e consequentemente eficacia.

2.3 - COLEQAO DE TRABALHO - MATERIAL BIOLOGICO
Para o correto funcionamento de uma biofabrica, a qualidade dos microrganismos

(material biolégico) é fundamental. O primeiro passo é dispor de uma “Colegdo de
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trabalho”. Para isso, bactérias do género Bacillus podem ser multiplicadas e armazenadas
em tiras de papel filtro, a partir de uma estirpe pura conforme procedimento abaixo:

Multiplicacdo de Bacillus: As estirpes puras de Bacillus, armazenadas em papel de
filtro ou por outro método de preservacao, devem ser multiplicadas por meio de inoculacéo
em um erlenmeyer de 125 mL contendo 40 mL do meio Embrapa liquido (Anexo 3) em
capela de fluxo laminar previamente limpa com alcool 70% e esterilizada por 20 min em luz
UV. Em seguida, as amostras inoculadas devem ser colocadas para crescer em incubador
rotativo a 200 rpm, 28 = 4°C por 72 horas (até a completa esporulacdo). Depois de 72
horas, as amostras devem ser identificadas morfologicamente e testadas quanto a pureza.

Identificacdo dos Bacillus: Para a identificacdo morfolégica, as amostras contidas no
erlenmeyer devem ser analisadas em microscépio de contraste de fase com aumento de
1000x. Para isso, deve- se levar o erlenmeyer para a capela de fluxo laminar previamente
limpa com alcool 70% e esterilizada por 20 min em luz UV. Com uma micropipeta ou pipeta
estéril, colocar uma gota da bactéria em lamina e cobrir com uma laminula. Adicionar uma
gota de Oleo de imersdao sobre a laminula e realizar a visualizagdo das amostras sob
microscopio.

As principais caracteristicas que devem ser checadas no microscopio de contraste
de fase sdo: célula vegetativa, forma e posicdo do esporo, motilidade e no caso do B.
thuringiensis, também, a presenca de corpos paraesporais/cristais.

3 - REGULAMENTACAO DAS ON FARM

A multiplicagdo de microrganismos on-farm é regulamentada, atraves da legislagéo
do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), pelo Decreto n° 6.913, de
2009, que determina que “ficam isentos de registro os produtos fitossanitarios com uso
aprovado para a agricultura organica produzidos exclusivamente para uso proprio”. No
entanto, 6rgdos da agricultura nacional estdo trabalhando para que haja uma legislacéo
mais especifica para biofabricas, com a implementacdo de registro e fiscalizacdo das
propriedades que se utilizam da técnica, além do fomento a pesquisa e capacitacdo na
area.

Nesse sentido, o MAPA decretou em maio de 2020 o Programa Nacional de
Bioinsumos. Nesse decreto foi definido o que configura um bioinsumo, para legitimar e
assegurar juridicamente as politicas publicas de ampliacéo e fortalecimento da utilizacao
desses produtos, tendo como uma de suas competéncias “analisar a legislagdo correlata
ao tema e indicar os conflitos normativos e seus impactos na execucéo do Programa e na

elaboracédo de marco regulatorio”.
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Entre outras, € competéncia desse programa a criacdo de um ambiente favoravel
para a oferta de financiamentos, custeios e créditos que beneficiem a producdo e a
utilizacdo de bioinsumos. Outro produto do programa, uma parceria do MAPA com a
Embrapa, foi o “Aplicativo Bioinsumos”, disponivel para download de forma gratuita e
disponibilizado nas versbes i0Os e Android, em que sdo atribuidas informacdes de
inoculantes e controladores biolégicos registrados pelo MAPA de acordo com a cultura,
praga ou doencga de interesse. (BRASIL, 2020)

O sistema pode ser desenvolvido de maneira inteiramente artesanal ou semi-
industrial, com a utilizacdo de caixas d’agua ou biorreatores, em que se adiciona um meio
de cultura, 4gua, antiespumante, aclucar ou melado e o inéculo microbiano. Este, na
maioria das vezes, proveém de produtos comerciais registrados, mas em alguns casos nao
possuem registro ou sdo coletados e isolados na prépria fazenda. Deve-se também manter
o ambiente microbiano oxigenado até que esteja pronto para uso. Hoje ja é possivel
adquirir o sistema através de empresas que oferecem desde a assisténcia técnica até os

equipamentos e produtos necessarios para a multiplicacdo na fazenda.

4 - VANTAGENS DA MULTIPLICACAO

Estamos em uma nova era na agricultura, com o uso de agentes microbiolégicos
como promotores de crescimento e como agentes no controle biolégico de pragas nas
lavouras. Espera-se que nossos resultados ressaltem o forte potencial dessa ferramenta
de controle biolégico ser praticada por agricultores e da possibilidade real de multiplicar
fungos e bactérias de forma simples para o controle de doencas e pragas. Além da
possibilidade do agricultor “fabricar” o seu proprio inoculante, para sementes.

Essa tecnologia também pode contribuir para a possibilidade dos agricultores se
associarem a centros de pesquisas regionais que permitam quantificar o nivel de
diversidade destes agentes bioldégicos no campo para desenvolvimento de estratégias
especificas de manejo de doencas e pragas em diferentes agroecossistemas.

Por se constituirem em potenciais substitutos de produtos quimicos, ao exercerem
acbes de biocontrole e/ou promocdo de crescimento de plantas, favorecendo a
preservacdo do ambiente, vem sendo apontados como alternativa viavel para sistemas de

producao agricola ecologica e economicamente sustentaveis.

5 - MATERIAIS E METODOS
O presente estudo trata-se da producdo de microbiolégicos em uma ON FARM nas
dependéncias do Colegio Agricola Angelo Emilio Grando- Erechim-RS, de carater

técnologico, com abordagem qualitativa, possuindo pesquisa de carater exploratorio e
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explicativa.

O projeto foi desenvolvido pelos alunos do curso técnico em agropécuaria, um
técnico agricola responsavel pela “On Farm” e professora orietadora. O Colégio Agricola
Estadual Angelo Emilio Grando é uma instituicdo técnica que profissionaliza alunos para o
mercado de trabalho, ou até mesmo para administrarem suas propriedades rurais.
Localiza-se na cidade de Erechim, onde é produzido principalmente soja, milho e trigo com
maior escala, em menor escala hortalicas e frutas para consumo dos alunos do Colégio, no
setor pecuério destaca-se a criagdo de bovinos de leite e carne, suinos e aves. Os alunos
atendidos na instituicdo sdo a maioria da zona rural, portanto, ficam internos da escola,
oriundos de varias cidades da regido.

Para a elaboracdo do projeto foi realizada uma pesquisa bibliografica referente a
multilplicacdo de bioldgicos. A “ON FARM?” foi produzida com toneis de fibra (200 litros) e
baldes plasticos (20 litros), aeradores, mangas e compreensor de ar. O local para
multiplicacdo € no setor de olericultura, tendo como envestimento materias oriundos do
CPM escolar. A colecdo de trabalho-materiais biolégicos foram doados para a escola,
podendo assim haver a multiplicacéo.

A multiplicacdo acontece todas a semanas, o responsavel pelo local faz 0 manejo,
apos o microbiolégico estar totalmente produzido e testado € envazado e distribuido para
0os setores da instituicdo (frutiferas, horta, lavoura, pastagens), realizando assim as

aplicacdes necessarias conforme orientacao técnica.
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Figura 1. Multiplicacdo de microbiolégicos em biorreator caseiro, método ON FARM.

O compreensor fica ligado em torno de 48 — 72 horas com agitacdo por meio dos
aeradores depois € realizada a quantificacdo da bactéria produzida e das bactérias

patogénicas: Salmonela sp, Escherchia coli e fungos . (Figura 2).
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Figura 2. Crescimento de Salmonela sp a direita, e crescimento de Escherichia coli a
esquerda.

Apbés realizado o teste de qualidade é encaminhado para o uso, sendo aplicado no
mesmo dia ou entdo armazenado por até 14 dias em refrigedor em temperatura de 2 a
6°C.

Na On farm do Colégio € multiplicado as cepas bioldgicas descritas na tabela a
abaixo (tabela 1) com o meio de cultura AGRIBAC, que é um substrato nutritivo capaz de
permitir a nutricdo e o crescimento dos microrganismos fora de seu ambiente biolégico
natural. Possui nutrientes em quantidades e proporgbes corretas para a multiplicacdo
exponencial dos microrganismos em periodos entre 24 e 48 horas. Fornecido em pé e
ajustado para se obter pH 7 em solucdo aquosa. Ideal para aplicacdo em sistemas de

multiplicacéo aerados controlados.



MANEJO DE BIOLOGICOS E CARACTERISTICAS DE PRODUCAO

Tipo Meio | Tempo Quantidade | Quantidade H | Temperatura
Finalidade Tipo de Cepa Bioldgica Alvo Acgao " p~ Meio Cultura Bioldgico p . p' R
Cultura | Produgao . . Inicial Inicial
(gr/litro) (ml/litro)
Promotor . . .. - Aumenta o vigor da planta para possibilitar a
. .. . - Fixagdo de N2 (Nitrogénio) A . . . . . o s oo
Crescimento Azospirillum Brasilense . melhor convivéncia com os nematoides. Agribac 48 horas 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,2 28°a 32
- Promotor do Crescimento i i ..
(Solo) - Fixador de N2 (Nitrogénio)
Promotor ~ . ..
. . - - Promogdo de crescimento - Nematicida . . . o s ano
Crescimento | Bacillus Subtilis (Solo) . . Agribac | 48 horas 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,2 28°a 32
(Solo) - Controle de Nematoides - Promotor de crescimento
Promotor
- Disponibiliza P (Fésforo
Crescimento Bacillus Megatherium P - ( . ) - Promotor de Crescimento Agribac 48 horas 15 gr/Litro 5 ml/ Litro 7,2 28°a 32°
- Promogdo de crescimento
(Solo)
Promotor - Coloniza o sistema radicular da planta, em
Crescimento | Bacillus Aryazabhatai - Stress Hidrico condigdes de stress abidtico e produzem Agribac | 48 horas 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,2 28°a 32°
(Solo) substadncias que hidratam a raiz.
- Competigao por espago e nutrientes.
Controle . e B} -
Bacillus - Controle biolégico de - Produz enddsporos que possibilitam a . . . o oo
Donengas ] . . . .. Agribac 48 horas 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,2 28°a 32
(Solo) Amyloliquefaciens doengas e outros sobrevivéncia em condigdes desfavoraveis aos
patdgenos.
- Alternaria e Antracnose - .
. - Promocgao de Crescimento
Controle - Doencas fungicidas Antibacteriana e Antifungicida
Donencas Bacillus Pumilus - Mancha purpura . . 'g Agribac 48 horas 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,2 28° 3 32°
L o - Indugdo de Resisténcia criado por agentes
(Solo) - Oidio, mildio, pinta preta .
antifingicos
- Glomerella
- Antagonismo: inibindo a ocupagdo do espago
por outros microrganismos fitopatdgenos que
também se desenvolvem no solo.
Controle Trichoderma - Fungici.d.a Micopara'sit'isn"l('): cc:m agéo'direta pela c’1u.al . 72 5 120 . . o
Donengas - Nematicida ocorre a inviabilizagdo das hifas e esclerédios de | Agrifungo horas 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,0 28°a 32
(Solo) fungos fitopatogénicos.

Antibiose: os metabdlitos produzidos pelo fungo
promovem a degradagdo da parede celular de
fungos e nematoides no solo.




- Alternaria e Antracnose
- Mofo branco e Cinzento
- Doengas fungicidas

Doengas - Fungicida
,c Bacillus Subitilis (Foliar) - Mancha fusdrio e purpura i I . Agribac 48 horas 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,2 28°a 32°
(Foliar) o - Bactericida
- Oidio
- Ferrugem asiatica
- Glomerella
- Acaro e Mosca branca
L, , - Multiplos modos de agdo
- Cepiddpteros e Coledpteros ..
- Repeléncia
Pragas (Foliar - Escaravelho batata Toxicidade oral 48272
€ Chromobacteria - Percevejos verde do sul N . Agribac 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,2 28°a32°
/ Solo) ) - Redugdo da eclosdo de ovos horas
- Percevejo marrom - ]
. - Redugdo da fecundidade
- Percevejo Castanho
- Trips em Geral e Psilideo
. Duplex (Bouveria e - Tripes . . 723120 . .
Pragas (Foliar - Multiplos modos de acdo Agrifungo 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,0 28°a 32°
gas | ) Metarhizium) - Cigarrinha : E < . horas g/ /
- O processo de infecgdo do fungo comega
guando as estruturas reprodutivas do fungo
- Mosca Branca (conA-dios) entram em contato com o inseto. 72 3120
Pragas (Foliar)| Isaria - Cigarrinha - O fungo produz toxinas que provocam a morte| Agrifungo horas 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,0 28°a32°
do inseto.
- O fungo cresce pelo exterior do corpo da
praga (fenomeno chamado de “esporulagdo.
p - Infecta os acaros, causando a morte em curto . 722120 . . .
Pragas (Foliar)| Histutella (fungo) - Acaro Agrifungo 15 gr/Litro 5 ml / Litro 7,0 28°a32°
espago de tempo horas

Tabela 1: Manejo de biolégicos e caracteristicas de producéo. Fonte: Agrinor Fertilizantes/2021.
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6 - CONSIDERACOES FINAIS

Estamos em uma nova era na agricultura, com o uso de agentes microbiolégicos
como promotores de crescimento e como agentes no controle biolégico de pragas nas
lavouras. Espera-se que nossos resultados ressaltem o forte potencial dessa ferramenta
de controle bioldgico ser praticada por agricultores e da possibilidade real de multiplicar
fungos e bactérias de forma simples para o controle de doengas e pragas. Além da
possibilidade do agricultor “fabricar” o seu proprio inoculante, para sementes.

Essa tecnologia também pode contribuir para a possibilidade dos agricultores se
associarem a centros de pesquisas regionais que permitam quantificar o nivel de
diversidade destes agentes biolégicos no campo para desenvolvimento de estratégias
especificas de manejo de doencas e pragas em diferentes agroecossistemas.

Por se constituirem em potenciais substitutos de produtos quimicos, ao exercerem
acOes de biocontrole e/ou promocdo de crescimento de plantas, favorecendo a
preservacdo do ambiente, vem sendo apontados como alternativa viavel para sistemas de

producédo agricola ecoldgica e economicamente sustentaveis.
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