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Tentaram nos matar, mas somos sementes em dispersao!

E aqui, Afrikana da didspora, dedico este sopro lavrado no Tempo, a minha familia carnal e
ancestral, a for¢a Ancestral de meu Povo, que pela travessia da grande Kalunga nos aTerrou
em solo fértil de memdria e trajetoria quanto aos saberes e fazeres da lida com a Terra, as
Matas, as Folhas, as Aguas, o Ar, a forja do Ferro e do Fogo. E assim, pudemos ser, n&o por
gue nos disseram, mas porque sempre fomos seres indissociaveis da Terra.

Que possamos seguir nos Akilombando e semeando Jinsaba em Noés, para colher autonomia
do Povo!

Ao ontem - hoje e o0 porvir!
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RESUMO

A vermicompostagem aplicada a producao agricola ndo é abstrata ao processo socio historico.
Pelo contrario, possui lastro e leito histérico no saber tradicional e popular que ndo séo
meramente culturais e ideoldgicos, a préxis ligada aos valores do como fazer e produzir, é base
cientifica e tecnoldgica a ser valorizada e reconhecida como ferramenta social e tradicional para
a resolucdo dos diversos problemas ambientais gerados pelo atual modelo tecnoldgico do
agronegocio na producao de alimentos, bens e servigos. Potencializar tecnologias sociais como
a vermicompostagem e o uso de microrganimos eficientes na gestdo de residuos
agroalimentares para obtencdo de fertilizantes organicos destinados ao cultivo de plantas
medicinais, como o Origanum vulgare L., é construir e formentar autonomia produtiva para
agricultores familiares e tradicionais. Ademais contribui para a gestdo de residuos sélidos, o
meio ambiente e com a sociedade. Neste sentido objetivou-se analisar e quantificar as
caracteristicas quimicas, o teor de macro e micronutrientes, fitohormoénios, aminoacidos e
comunidade microbiana de trés formulacdes de vermicompostagem a partir de residuos
alimentares e agropecuarios, com e sem inoculacdo de microrganismos eficientes, rizobactérias
promotoras de crescimento (Bacillus subitilis) e inoculante comercial. Bem como avaliar a
influencia da vermicompostagem nas caracteristicas agronémicas, teor e rendimento de dleo
essencial, perfil fitoquimico e atividade antimicrobiana de Origanum vulgare L., em duas
épocas de corte, comparados ao cultivo convencional. Além disso, para as trés formulacGes de
vermicomposto, foram realizadas analises para a caracterizacdo e quantificacdo quimica,
fitohormonal, teor de aminoacidos e de microrganismos. Por conseguinte, conclui-se que as trés
formulacGes de vermicompostagem podem ser registradas como fertilizantes organico
composto classe A de acordo com a legislacdo brasileira, além de apresentarem elevada
atividade microbiana e teor de fitohorménios que promovem o crescimento de plantas,
supressdo de patdgenos, atuam na ciclagem de nutrientes, restauracao e reestruturacdo do solo,
bem como, se reafirma como uma tecnologia social de grande importancia e qualidade na gestao
de residuos sdlidos, e, para autonomia produtiva de agricultores familiares e tradicionais.
Quanto a sua aplicacdo no cultivo de Orégano, o vermicomposto € um potencial veiculo
inoculante para o Bacillus subtilis, sendo que o método de inoculagdo dos microrganismos,
apresentam diferencas na responsividade da cultura. O A aplicacdo de Bacillus e microrganismo
eficientes influenciaram a producdo de biomassa e 6leo essencial de Orégano. Verifica-se que
guanto ao método de inoculacdo do Bacillus subtilis, quando a rizobactéria é imobilizada em
capsulas de alginato desempenha maior eficacia, promovendo a maior producdo de Oleo
essencial (OE) de orégano, bem como a época de corte, € um fator relevante para a producéo
desta espécie. E que os OE obtidos do cultivo com aplicacdo de fertilizante organicos,
apresentaram atividade antimicrobiana moderada e forte, enquanto que o OE obtido do cultivo
convencional, com NPK, ndo apresentou atividade antimicrobiana. Por fim, o vermicomposto
com inoculacdo de microrganismos eficientes da mata nativa ou com inoculagdo de Bacillus
encapsulado, podem ser aplicados em substituicdo ao fertilizante quimico sintético NPK na
producdo de O. vulgare sem comprometer qualquer um dos parametros avaliados para a cultura.

Palavras-chave: Bacillus subtilis. Métodos de inoculagdo. Plantas medicinais. Rizobacteérias.
Oleo essencial. Agroecologia. Agricultura tradicional.



ABSTRACT

Vermicomposting applied to agricultural production is not abstract from the socio-historical
process. On the contrary, it has a historical basis and foundation in traditional and popular
knowledge that is not merely cultural and ideological, the praxis linked to the values of how to
do and produce, is a scientific and technological basis to be valued and recognized. as a social
and traditional tool for solving the various environmental problems generated by the current
technological model of agribusiness in the production of food, goods and services. Taking
advantage of social technologies such as vermicomposting and the use of efficient
microorganisms in the management of agrifood residues to obtain organic fertilizers for the
cultivation of medicinal plants, such as Origanum vulgare L., is to build and promote productive
autonomy for family and traditional farmers. It also contributes to the management of solid
waste, the environment and society. In this sense, the objective was to analyze and quantify the
chemical characteristics, the content of macro and micronutrients, phytohormones, amino acids
and microbial community of three formulations of vermicompost from food and agricultural
residues, with and without inoculation of efficient microorganisms, rhizobacteria, growth
promoters (Bacillus subitilis) and commercial inoculant. In addition to evaluating the influence
of vermicomposting on agronomic characteristics, essential oil content and yield,
phytochemical profile and antimicrobial activity of Origanum wvulgare L., in two crops,
compared to conventional cultivation. In addition, for the three formulations of vermicompost,
analyzes were performed for chemical, phytohormonal, amino acid and microorganism
characterization and quantification. Therefore, it is concluded that the three formulations of
vermicompost can be registered as class A organic compound fertilizers according to Brazilian
legislation, in addition to having high microbial activity and phytohormones contents that
promote plant growth, suppression of pathogens, act on nutrient cycling, soil restoration and
restructuring, as well as, is reaffirmed as a social technology of great importance and quality in
solid waste management and for the productive autonomy of family and traditional farmers. As
for its application in the cultivation of Oregano, vermicompost is a potential inoculating vehicle
for Bacillus subtilis, and the method of inoculation of microorganisms presents differences in
the responsiveness of the culture. The application of Bacillus and efficient microorganisms
influenced the production of biomass and essential oil of Oregano. As for the Bacillus subtilis
inoculation method, when the rhizobacteria is immobilized in alginate capsules, it acts more
effectively, promoting greater production of essential oil (EO) of oregano, as well as cutting
time, it is a relevant factor for the production of this species. And that the EO obtained in the
cultivation with application of organic fertilizers presented moderate and strong antimicrobial
activity, while the EO obtained in the conventional cultivation, with NPK, did not present
antimicrobial activity. Finally, the vermicompost with inoculation of efficient microorganisms
from the native forest or with inoculation of encapsulated Bacillus can be applied to replace the
synthetic chemical fertilizer NPK in the production of O. vulgare without compromising any of
the parameters evaluated for the culture.

Keywords: Bacillus subtilis. Inoculation method. Medicinal plants. PRPG. Essential oil.
Agroecology. Traditional agriculture.
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PRIMEIRA PARTE

1 Introducao

Historicamente, sobretudo pelos povos tradicionais (Quilombolas, Povos
Originarios, Ciganos, Ribeirinhos...) o cultivo e uso das plantas medicinais pela medicina
tradicional e popular no Brasil é expressiva, e tem sido explorada pelos pesquisadores
brasileiros e industria farmacéutica (Pereira et al., 2019). O interesse por medicamentos
derivados de plantas, principalmente espécies com finalidades medicinais estd em expanséo por
todo mundo, sendo gue 30% dos medicamentos disponiveis na terapéutica, sdo derivados direta
ou indiretamente de produtos naturais (KOEHN e CARTER, 2005; HASENCLEVER et al.,
2017).

As plantas medicinais representam fator de grande importancia para a manutencéo das
condicdes de saude, considerado o tratamento mais acessivel para 80% da populacdo SOUZA-
Moreira, 2010) sendo que as farmécias vivas e a fitoterapia s&o
partes cruciais para atender tamanha demanda (Torres, 2015). A receita do Brasil
neste setor é de aproximadamente U$$ 160 milhdes anuais, constituindo um mercado
promissor, cuja a fonte de matéria-prima sdo as plantas medicinais (Rodrigues, 2016).

Porém com o advento da agricultura convencional em funcdo da revolugdo verde
0 modo de producdo foi influenciado pelo uso excessivo de fertilizantes, agrotdxicos,
mecanizacdo da terra e concentracdo de latifindio (Pereira e Sousa, 2016; Sampaio e Neto,
2018). E mesmo que no Brasil seja determinado que os cultivos de espécies medicinais sejam
totalmente livres de agrotdxico, residuos de substancias indesejaveis e ndo declaradas, como
pesticidas, radioativos, patdgenos, micotoxinas e metais pesados permanecem presentes nas
plantas medicinais in natura, drogas vegetais e fitoterapicos.

Em contrapartida a este modelo de producédo, a agricultura tradicional, seguida das
préaticas agroecologicas, esta em crescente expansao, no entanto o setor ainda enfrenta grandes
dificuldades referentes as politicas publicas, linhas de crédito, comercializacdo, investimentos
em tecnologia especializada no fornecimento de insumos e sementes, infraestrutura e
agroindustrias, fatores que afetam a produgéo e avango do setor (MENDONCA et al., 2015).

Estas dificuldades tambem sdo observadas no setor produtivo de plantas
medicinais, cuja demanda por tecnologia, insumos agricolas, estabelecimento de cultivo
e manejo de espécies medicinais, linhas de crédito especifico, sdo fundamentais e
necessario para fortalecer a consolidacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos (2006), que contemplam etapas que véo da producédo de insumos (cultivo/manejo)
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aos fitoterdpicos industrializados, demonstrando o potencial inovador, econdmico, tecnolégico
e social (TORRES, 2015).

De acordo com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, em suas
diretrizes € destacado a importancia do estabelecimento de arranjos produtivos locais para o
cultivo de espécies medicinais, tendo como base a agricultura familiar, a valorizacdo dos
saberes tradicionais e populares, o cultivo isento de contaminantes ambientais, pela preservagéo
e manutencdo da biodiversidade.

Em relacdo a producdo de insumos organicos, o Brasil em funcdo da agropecuaria
intensiva, gera grandes quantidades de residuos organicos, com variabilidade de material que
podem ser destinados a producdo de vermicompostos, compostos organicos e iofertilizantes
(PEREIRA et al., 2021). Bem como existe uma preocupacdo mundial quanto a grande
guantidade de residuos alimentares solidos gerados nos centros urbanos, que depositados
inadequadamente, sdo responsaveis pelo desenvolvimento de vetores de doencas e pragas
urbanas (Wu et al., 2014).

A reciclagem dos residuos solidos gerados no campo e na cidade, ¢ fundamental para
reducao do consumo de recursos naturais na agricultura, pois a partir do residual das atividades
industriais e agropecuarias, € possivel gerar um novo produto, que além de permitir a
reciclagem de nutrientes, atua como condicionante de solo aumentando os niveis de matéria
organica, resultando nas melhorias das caracteristicas fisicas, quimicas e biol6gicas do solo
(LIM et al., 2016).

De acordo com o Panorama dos residuos solidos no Brasil (Abrelpe, 2020), no territorio
nacional sdo produzidas de 67 a 79 milhdes de toneladas por ano, sendo que 45,5% é composto
por residuos organicos. No entanto, os residuos organicos, se reaproveitados corretamente, sao
potenciais matérias primas para a formulagdo de composto, vermicomposto e biofertilizantes a
serem aplicados no cultivo de espécies vegetais (Pereira et al., 2021). Dessa forma, segundo
Dagnino (2014), a tecnologia pode e deve assumir um carater social considerando as condi¢des
locais a qual € produzida, o que converge com os interesses das politicas publicas na intervencéo
social, fomento e valorizacéo local.

Sendo assim, esta pesquisa tem como tese que a formulagdo de vermicompostagem a
partir de residuos alimentares e agropecuarios inoculados com microrganismos eficientes, é
uma ferramenta social e tecnologica a ser aplicada no cultivo de plantas medicinais,
contribuindo para a autonomia produtiva, soberania e seguranca alimentar de agricultores
familiares e tradicionais. E, portanto, pode ser aplicada em subtitucdo a tecnologia

convencional, base do agronegogio, que é responsavel ndo sé pelo modelo hegeménico na
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producdo de alimentos, bem como, da concentracdo da terra e do epstemicidio dos Povos quanto
aos saberes e farezes tradicionais e sociais.

Para além disso, o setor agrondmico tem se mostrado ineficiente na producdo de
insumos organicos voltados para a producdo de plantas medicinias, neste sentido, existe uma
demanda socioeconémica por fertilizantes organicos (composto e vermicomposto) para estas
espécies, 0 que requer especificidade e validacao técnico-cientifica. Por fim, todos estes fatores
confluem para o avanco da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, ao passo
gue em suas diretrizes, estabelece como base para o desenvolvimento dos arranjos produtivos
no fornecimento de matéria-prima, os agricultores familiares, portanto, 0s mesmos precisam
estar munidos de tecnologias sociais para sua autonomia produtiva.

Nesse contexto, objetivou-se analisar e quantificar as caracteristicas quimicas, o teor de
macro e micronutrientes, fitohorménios, aminoacidos e comunidade microbiana de trés
formulacdes de vermicompostagem a partir de residuos alimentares e agropecuarios, com e sem
inoculagdo de microrganismos eficientes, rizobactérias promotoras de crescimento (Bacillus
subitilis) e inoculante comercial. Bem como avaliar a influencia da vermicompostagem nas
caracteristicas agronémicas, teor e rendimento de 6leo essencial, perfil fitoquimico e atividade
antimicrobiana de Origanum vulgare L., em duas épocas de corte, comparados ao cultivo

convencional.

2 Referencial Teorico

2. 1 Tecnologias Sociais: Vermicompostagem e Microrganismos eficientes

As minhocas sdo animais extremamente antigos e povoam a Terra ha aproximadamente
600 milhdes de anos. Nas civilizagdes antigas como as do Egito (3.300 a.C e 30 d. C.) aminhoca
era considerada sagrada pelos Egipcios, sendo associada a melhoria das terras as margens do
rio Nilo, conhecida como as planicies férteis para a agricultura. Em diversas regides do
continente africano as minhocas eram conhecidas por acelerar o processo de “humificacao”,
gerando humus, fertilidade natural do solo, formando galerias e tineis no solo que favoreciam
os cultivos. Ademais, os povos da antiga Mesopotamia na Asia (3.000 a.C.), os Incas no antigo
Peru nas areas férteis do Vale Sagrado (3.000 a 1450 d.C), a China com uso milenar, seguido
pela Espanha em 1556, e o naturalista inglés 1789 também relatam e importancia das minhocas

para a qualidade do solo e no desenvolvimento vegetal (Dionisio, 2021).
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Para os Povos Quilombolas, descendentes dos diversos Povos Africanos trazidos para o
Brasil pela rota transatlantica ancestral de saberes e conhecimentos quanto a agricultura (Pereira
etal., 2019), relatam que a minhoca sempre foi considerada um indicador de qualidade do solo,
bem como ressaltam a relacéo ciclica de alimentar as minhocas com os restos culturais vegetais
e retornar com o humus, produto da bio-oxidacdo pelas minhocas e microrganismos, para o
cultivo do milho e do feijao (Flor, 2018).

Este saber quanto ao manejo dos residuos vegetais através das minhocas e aplica¢do na
agricultura, saber tradicional dos Povos antigos, foi tomando novas proporcdes e notoriedade
na década de 40, pela massificacdo da producdo de minhocas no estado da Califérnia (Dionisio,
2021), a qual anos depois foi conceituada pela ciéncia moderna como “vermicompostagem”.

A vermicompostagem € caracterizada pelo processo de oxidacdo biologica ndo
termofilica em que o material organico digerido pelas minhocas, é convertido em
vermicomposto, que é um material semelhante a turfa, exibindo alta porosidade, aeracéo,
drenagem, capacidade de retencdo de &gua e ricas atividades microbianas (Atiyeh et al. 2000;
Arancon et al. 2008), por meio das interacdes entre minhocas e microrganismos associados ao
trato digestivo e na massa a ser decomposta.

Os estudos atuais quanto a aplicacdo da vermicompostagem no cultivo vegetal
corroboram e elucidam com mais especificidades, o saber tradicional dos Povos e Agricultores,
que ndo se restringem ao empirico ou a superficie do solo, mas a todos os componentes do
ecossistema, inseridos dentro dos valores da cultura e tradicdo local sobre as formas do fazer e
produzir, sendo considerado patriménio sociocultural importante, transmitido de geracdo a
geracdo pela tradigéo da oralidade (Audeh et al., 2011). Segundo a FAO, em Eidt e Udry, (2019)
0s sistemas agricolas tradicionais deveriam estar no centro da atencdo dos pesquisadores e
tomadores de decisdes na inovagdo e na elaboragdo e implementacdo de politicas publicas para
a agricultura.

Em grosso modo, suscita-se que a técnica sistematizada quanto a utilizagcdo de minhocas
(vermicompostagem) na produgdo agricola, ndo e abstrata ao processo socio historico, bem
como pertencente ou descoberta pds década de 40. Pelo contrario, possui lastro e leito historico
no saber tradicional e popular, que ndo sdo meramente culturais e ideoldgicos, a préaxis ligada
aos valores do como fazer e produzir, € base cientifica e tecnologica a ser valorizada e
reconhecida, como ferramenta social e tradicional para a resolucdo dos diversos problemas
ambientais gerados pelo atual modelo tecnoldgico convencional na producéo de alimentos, bens

e Servigos.


https://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/2193-1801-1-26#ref-CR22
https://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/2193-1801-1-26#ref-CR8
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Segundo Martin e Schiedeck (2016) o processo de vermicompostagem é considerado
uma “ecotecnologia” limpa, sem impacto ambiental, e com custos de investimento, energético
e de manutencdo relativamente baixos e sua utilizacao oferece diversos beneficios a sociedade
e a0 meio ambiente. Em funcdo destas caracteristicas, a vermicompostagem pode ser
conceituada como uma tecnologia social, pois além do baixo orcamento, pode ser replicada a
nivel de territorio nacional (Dal et al., 2014).

Neste sentido, incentivos financeiros, fomentos e politicas publicas que viabilizem a
producdo da vermicompostagem com perspectiva de autonomia produtiva, autogestao e geracéo
de renda, aplicada a producao de alimentos por agricultores tradicionais e familiares, conciliado
a pratica de captura e aplicacdo de microrganismos eficientes ambientais, € de extrema
importancia para avancar na producdo dos sistemas agroalimentares sustentaveis.

Segundo Dagnino (2014), a tecnologia convencional é intensiva em insumos sintéticos
produzidos por grandes empresas, 0 que, além de ambientalmente problematico, leva a uma
dependéncia muito grande do pequeno produtor. Sendo que somente a empresa detém o
controle sobre a totalidade dos processos de producdo, de manutencdo e de concepgéo,
orientado pelo mercado externo, monopolizado pelas grandes empresas.

A potencializacdo da producdo de tecnologias sociais voltadas para os agricultores
familiares e tradicionais € de grande importancia, social, ambiental e econébmica. Pois
historicamente, estas tecnologias e préaticas sdo associadas ao rudimentar, pouco desenvolvido,
e com o baixo investimento em aprimoramento e pesquisas, vao sendo consideradas “praticas
alternativas”.

No entanto, a desvalorizagdo e sucateamento dos saberes populares e tradicionais dito
“praticas alternativas”, bem como o ndo investimento em tecnologias sociais para autonomia
produtiva, é reflexo da estrutura capitalista vigente, na transformacéo de bens da natureza em
mercadorias para atenderem novamente os interesses dos monopdlios empresariais. Neste
sentido, verifica-se um interesse da industria nos subprodutos derivados do vermicomposto,
como o chd de hdmus, as substancias humicas, acido hdmico, isolamento de bactérias
promotoras de crescimento em plantas dentre outros, ou seja, para que investir em tecnologia
social para autonomia produtiva se € possivel lucrar sobre a desvalorizacdo desta tecnologia
social?

Enfim, esta € a dualidade que acompanha a producéo de alimentos e plantas medicinais,
de um lado o agronegdcio e a industria farmacéutica com altos investimentos em tecnologias
convencionais, pesquisas e fomentos em prol das empresas multinacionais, que historicamente

apropriam e expropriam saberes tradicionais e populares, com base no lucro e no interesse
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privado. E do outro, agricultores tradicionais e familiares, cujo os investimentos, pesquisas e
fomentos na valorizagdo e desenvolvimento das tecnologias sociais, tradicionais e
autogestionavel para autonomia produtiva sdo escassas e insuficientes.

Ou seja, o desenvolvimento tecnolégico no Brasil, no investimento as tecnologias
sociais, para a producdo de vermicompostagem e plantas medicinais, apresenta dois pesos e
duas medidas, sendo possivel indagar:

e Se 0s recursos em tecnologias sociais e convencionais fossem equitativos, a
vermicompostagem (fertilizante organico), seria aplicada de forma massiva assim como
os fertilizantes quimicos sintéticos na agricultura?

e Se 0s microrganismos eficientes coletados nos locais de producdo séo téo eficientes
quanto aqueles isolados e comercializados como inoculantes, bioestimulantes, porque
esta tecnologia social ndo é aplicada massivamente na producdo de alimentos e plantas
medicinais?

e Se as praticas de reaproveitamento de residuos agroalimentares a partir da
vermicompostagem e compostagem, sdo téo eficientes, porque sua producdo ainda é
incipiente no cenario nacional em comparacdo a producdo de insumos quimicos
sintéticos que esgotam cotidianamente 0s recursos naturais ndo revovaveis?

e Se historicamente as plantas medicinais sao utilizadas pelos Povos, e a boticéria € a base
da institucionalizacdo do curso de farmacia, e suas moléculas quimicas sao amplamente
exploradas pelas empresas multinacionais e pesquisas a nivel mundial, porque a
producdo de fitoterapicos em relacdo aos remédios quimicos sintéticos é praticamente
inexistente? Bem como, o numero de farméacias vivas, fomentada pela politica nacional
de plantas medicinais, é desassistida em nivel nacional?

e Sendo a agricultura considerada a base socioeconémica e cultural do Brasil, com
diversos avancos tecnologicos e produtivos nos sistemas agroalimentares de grandes
culturas e hortifruticulturas, mediante tal lastro historico, porque o cultivo de plantas
medicinais, fomento as farmacias vivas, politica puablica de plantas medicinais é
praticamente inexistente e desconhecido pela sociedade e pesquisadores?

e O Brasil possui a maior biodiversidade da flora mundial, com diversas espécies
medicinais, bem como, territério para fomentar a producéo e o cultivo com base familiar

e tradicional, no entanto é o maior importador de matéria prima vegetal para a producédo
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de fitoterdpicos. Neste sentido, porque a politica nacional de plantas medicinais e
fitoterapicos ndo é fomentada, divulgada e aplicada massivamente?

Mediante tantas indagacdes e questionamentos, é necessario que a pesquisa cientifica
esteja alinhada ao desenvolvimento das tecnologias tradicionais e sociais para o fortalecimento
e produgéo de bens e servigos de interesse da sociedade, dos Povos e agricultores familiares, e
ndo, exclusivamente, em favorecimento as empresas multinacionais. Sendo assim, é necessario
avanco no fomento e nas pesquisas quanto a producao de ciéncia e tecnologia para a autonomia
produtiva, soberania e seguranca alimentar, do territério e do meio ambiente, quanto a forma
de cultivar a terra na producédo de plantas medicinais e alimentos.

Nesse sentido, os questionamentos suprecitados anteriormente contribuiram para a
realizacdo de pesquisas tedricas de forma a contextualizar o processo socio-histérico e delinear
a importancia das tecnologias tradicionais imbricada a demanda socioeconémica latente no
setor de plantas medicinais. Sendo assim, a contextualizacdo tedrica sera disposta nos dois
primeiros artigos de revisdo para compreensao da tese em estudo no que tange a potencializacao
de tecnologias sociais no cultivo de plantas medicinais como ferramenta estratégica para
autonomia de agricultores familiares e tradicionais:

Artigo 1. Desafios da agricultura organica na produg¢do de composto € vermicomposto na
produgdo de plantas medicinais: Uma demanda socioecondmica

Artigo 2. Substancias Hamicas e Microrganismos Eficientes: Elicitacdo de Plantas Medicinais
in vivo- Uma revisao

Por fim os resultados e discussdo também foram apresentados no formato de artigos
(publicados e submetidos), perfazendo assim os artigos (3, 4, 5 e 6). Dessa forma, segue abaixo

o fluxograma do trajeto percorrido na execugédo desta pesquisa e 0s respectivos artigos citados:
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A potencializacdo de Tecnologias Sociais como

a vermicompostagem e 0 uso de microrganismos

eficientes contribui para a Autonomia Produtiva
de Agricultores Familiares e Tradicionais
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Resultados e Discussoes

Artigo 3
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Métodos de inoculacdo de rizobactérias
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Artigo 6
Manejo organico x manejo convencional
influenciam na atividade antimicrobiana de
6leos essenciais de Origanum vulgare L.
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3 Concluséo

As trés formulagbes de vermicompostagem podem ser registradas como fertilizantes
organicos composto classe A de acordo com a legislacdo brasileira, além de apresentarem
elevada atividade microbiana e teor de fitohormonios que promovem o crescimento de plantas,
supressao de patdgenos, atuam na ciclagem de nutrientes, restauracdo e reestruturagéo do solo,
bem como, se reafirma como uma tecnologia social de grande importancia e qualidade na gestao
de residuos sélidos organicos, e, para autonomia produtiva de agricultores familiares e
tradicionais.

Quanto a sua aplicacdo no cultivo de Orégano, o vermicomposto € um potencial veiculo
inoculante para o Bacillus subtilis, sendo que o método de inoculagdo dos microrganismos,
apresentam diferencas na responsividade da cultura, bem como a aplicacéo de Bacillus subtilis
e microrganismo eficientes influenciaram na producdo de biomassa e 6leo essencial de O.
vulgare.

Verifica-se que quanto ao método de inoculacdo do Bacillus subtilis, quando a
rizobactéria é imobilizada em céapsulas de alginato desempenha maior eficacia, promovendo a
maior producao de 6leo essencial (OE) de orégano, e que a época de corte, é um fator relevante
para a producdo desta espécie.

Ademais 0s 6leos essenciais provenientes do cultivo com aplicacdo de fertilizantes
organicos, apresentaram atividade antimicrobiana moderada e forte, enquanto que o dleo
essencial obtido do cultivo convencional, com NPK, ndo apresentou atividade antimicrobiana.
Por fim, o vermicomposto com inoculacéo de microrganismos eficientes da mata nativa ou com
inoculacéo de Bacillus subtilis encapsulado podem ser aplicados em substituicdo ao fertilizante
quimico sintético NPK na producdo de O. vulgare sem comprometer qualquer um dos

parametros avaliados para a cultura.



24

Referéncias

ABRELPE - Associacdo Brasileira de Empresas de Limpeza Publica e Residuos Especiais.
Panorama dos Residuos Sélidos no Brasil, 2020.

ARANCON, N. Q.; EDWARDS. C. A.; BAKENKO, A., CANNON, J. GALVIS, P.
METZGER, J. D. Influences of vermicomposts, produced by earthworms and microorganisms
from cattle manure, food waste and paper waste, on the germination, growth and flowering of
petunias in the greenhouse. Applied soil Ecology, v. 39, p. 91 -99, 2008.

AUDEH, S. J. S,,LIMA, A. C. R.; CARDOSO, I. M.; CASALINHO, H. D.; JUCKSCH, I. J.
Qualidade do solo: uma visdo etnopedoldgica em propriedades agricolas familiars produtoras
de fumo orgéanico. Rev. Bras. De Agroecologia, v. 6 n. 3, p. 34- 3, 2011.

ROLA M. ATIYEH, CLIVE A. EDWARDS, SCOTT SUBLER & JAMES D. METZGER
Earthworm-Processed Organic Wastes as Components Of Horticultural Potting Media for
Growing Marigold and Vegetable Seedlings, Compost Science & Utilization, v. 8, n. 3, p.
215-223, 2000.

DAGNINO, R. Tecnologia Social: contribui¢cbes conceituais e metodoldgicas [online].
Campina Grande: EDUEPB, 318 p, 2014.

DAL BOSCO, T. C.; GONCALVES, F. ANDRADE, F. C.; JUNIOR, I. T.; SILVA, J. S.
SBIZZARO, M. Contextualizacdo tedrica: compostagem e vermicompostagem, 20 -42. In:
Compostagem e vermicompostagem de residuos solidos: resultados de pesquisas académicas.
Editora Edgard Blucher, 2017.

DIONISIO, A. J. Vermicompostagem: Produtos derivados e aplicacdes. Agbook, 2021.
KOEHN, F.E.; CARTER, G.T. The evolving role of natural products in drug discovery. Nat
Rev Drug Discov, v. 4, n. 3, p. 2006 — 220, 2005.

EIDT, S. J. E UDRY, C. Sistemas Agricolas Tradicionais no Brasil. Embrapa, Brasilia-DF,
2019

FLOR, L. R. Qualidade do solo em Agroecossistemas: a percep¢do do agricultor
quilombola. (Dissertagéo). Universidade Federal de Pelotas, 62p, 2018.

HASENCLEVER, L.; PARANHOS, J.; COSTA, C.R.; CUNHA, G. VIEIRA, D. The Brazilian
phytotherapics industry: challenges and opportunities. Ciéncia e Saude Coletiva, v. 22, n. 8,
p. 2559, 2017.

LIM, S. L.; LEE, L. H.,; WU, T. Y. Sustainability of using composting and
vermicomposting technologies for organic solid waste biotransformation: Recent overview,

greenhouse gases emissions and economic analysis, Journal of Cleaner Production, v. 111, p. 262 -
278, 2016.



25

MARTIN, J.D.; SHCIEDECK, G. Nivel de desenvolvimento e potencial da minhocultura e da
vermicompostagem. In: ANJOS, J.L; AQUINO, A.M.; SCHIEDECK, G. Minhocultura e
vermicompostagem: interface com sistemas de producdo, meio ambiente e agricultura de base
familiar. Brasilia, DF: Embrapa, 2015. Cap. 1. P. 10-39.

MENDONGCA, M. L. The role of agriculture in international relations and the construction of
the concept of agribusiness. International Context, v. 37, n. 2, p. 375-402, 2015.
SOUZA-MOREIRA, T. M.; SALGADO, H. R. N.; PIETRO, R. C. L. R. Brazil in the context
of plants and derivates quality control. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 20, n. 3, p.
435 — 4040, 2010.

PEREIRA, M. M. A,, et al., Challenges of organic agriculture for the production of composts
and vermicompost for the production of medicinal plants- A socioeconomic demand. Biosci.
J., v. 36,1, p. 71-82, 2020.

PEREIRA, M. M. A. ET AL. Humic Substances and Efficient Microorganisms: Elicitation of
Medicinal Plants—A Review. Journal of Agricultural Science, v. 11, n. 7, p. 268, 2019.
PEREIRA, L. A.; SOUSA, R. A. D. Intensive use of pesticides — the new face of the agrarian
issue. OKARA: Geography under discussion, v. 10, n. 1, p. 185-19, 2016.

RODRIGUES, W. Competitiveness and institutional change in the productive chain of
medicinal plants in Brazil. Interagdes (Campo Grande) [online], v. 17, n. 2, p. 267 -277, 2016.
SAMPAIO, R. M. O.; NETO, J. C. G. The paradigm of the intense use of agrochemicals in
Brazil under the context of the globalization of agriculture. Journal of Agrarian and Agri-
Environmental Law, v. 4, n. 1, p. 111-129, 2018

TORRES, K. R. The local productive arrangements (APLS) in the context of the implementation
of the Policy and the National Program of Medicinal and Phytotherapeutic Plants. 2015 In:
BRAZIL. Ministry of National Integration. Celso Furtado Regional Development Award
2014 Tribute to Armando Dias Mendes. Brasilia: Ministério da Integragdo Nacional. CDD
22.ed. — 615.321

WU, T.Y.; LIM, S.L.; LIM, P.N.; SHAK, K.P.Y. Biotransformation of biodegradable solid
wastes into organic fertilizers using composting or/and vermicomposting. Chemical
Engineering Transactions, n. 39, p. 1579-1584, 2014.



26

SEGUNDA PARTE
Artigo 1

Challenges of organic agriculture for the production of composts and

vermicompost for the production of medicinal plants — 4 socioeconomic demand
Artigo publicado na Bioscience Journal: http://dx.doi.org/ BJ-v36n0a2020-53565

Abstract

Although the demand for organic fertilizers in agriculture is growing, it remains incipient in
some production sectors, such as medicinal plant production, which does not possess specific
technology for its development. Solid residues are highly contaminant to water sources, soil,
populations and biodiversity but can potentially be used to produce organic composts and
vermicompost, such production not only enables nutrient recycling but also acts on soil
conditioning, increasing soil organic matter and improving its physical, chemical and biological
characteristics, as well as strengthening organic production with an emphasis on medicinal plant
production. In this context, recommendations for and applications of organic fertilizers
available in the market were reviewed; in addition, the imminent socioeconomic demand for
organic compost and vermicompost production was contextualized based on residues from
coffee and sugarcane production and cattle farming for application to the medicinal plant
production chain. It is concluded that although these sectors produce a considerable amount of
residues, they are not being reused in formulation of organic composts and vermicompost, and

commercial organic fertilizers recommended for medicinal plant production were not found.

Key-words: Solid residues; Secondary metabolism; Agroecology; Sustainability; Organic

agriculture
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1 Introduction

Medicinal plants play an important role in health maintenance and comprise the most
accessible treatment for 80% of the population 1. The medicinal plant sector is a promising
market, with revenue of approximately U$$ 160 million/year in Brazil, and medicinal
plants are its raw material 2.

The cultivation of medicinal plants demands care, since they are used for therapeutic
purposes, and organic practices are therefore of interest. Accordingly, the use of organic
composts and vermicompost in agriculture is of great relevance, since it is associated with
care for the environment > * ° being beneficial for biodiversity, environment, fauna and
consumers, which have a high demand for products that are free from chemicals and/or
genetic modification & "8,

Agricultural and animal farming residues, when disposed of inadequately and in a
disorderly manner, have environmental impacts because of the generation of large
quantities of contaminants, such as feces, toxic metals, inorganic salts, pathogens,
lixiviation and toxic gas emission, especially in containment systems 1% 11 nutrient
immobilization by microorganisms, and contamination of water reserves 2. However,
these residues can potentially be used in the formulation of vermicompost and organic
composts that can be applied to medicinal plant production® 1314,

Recommendations for organic composts and vermicompost for medicinal plant
cultivation that may result in both biomass gain and increased concentrations of bioactive
compounds with pharmacological and biological interest remain incipient. Therefore, the
aim of this review was to contextualize the importance of reusing agricultural and animal
farming residues to produce organic composts and vermicompost aimed at the production

of medicinal plants and active compounds of pharmacological and biological interest.

1.1  Factors determining the stagnation of medicinal plant production

The establishment of agricultural production chains is not an isolated factor within
the economic development of countries; there are socioeconomic and historical processes
intrinsic to the production of food, goods and services * In this context, changes in
agriculture began with the Green Revolution and culminated in the economic
globalization that began in the 1990s; this globalization was organized around large
companies, agricultural industries and multinationals that control the world market 6 17

Ever since the colonial period, an essentially organic based-agriculture has been
replaced by techniques that depend on chemical inputs, whereas the Brazilian agricultural
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policy prioritizes incentives to commodity export & 1% 20 with agribusiness justifying
production chains that have the goal of gathering agrochemical, industrial and
commercial activities and lan1.1d monopolies and directing them toward the external
market 2122,

To establish agriculture and animal farming, it has been necessary to standardize
cultivation and to industrialize and optimize production chains, which are essential factors
in the expansion of agribusiness at an international level, consolidating the standard food
production model in Brazil %,

In parallel with the green revolution, the industrial revolution promoted the
industrialization of the countryside, which had strong environmental impacts caused by
the intensive use of fossil fuels > 2 In this context, the pharmaceutical industries
developed side by side, comprising the hegemonic production model of “disease and
cure” and contributing to the irrational use of agrotoxics and drugs as a way of
maintaining profit and hegemony 2+ 2526,

Therefore, although populations have historically used medicinal plants, after the
industrial revolution, natural products were replaced by synthetic drugs on a massive
scale. The New Chemical Entities of pharmaceutical products recorded that at least 27%
of synthetic drugs originate from plant biodiversity and are formulated from natural
products via chemical synthesis ?’. Therefore, there is a deficit in the development of
services, technologies and research related to medicinal plant production in Brazil 2%

The stagnation observed in medicinal plant production is caused by the fact that
food, natural products and drug production are not foreign to societal factors but instead
depend on political and economic interests %°. In this scenario, medicinal plant production
was not historically recognized as an agricultural production chain or as having political
and economic interest; it only reemerged as potent and innovative in the 2000s *°.
Accordingly, there is an imminent demand for technologies and research in medicinal

plant production 3!-3% 33,

1.2  The brazilian scenario of medicinal plant and herbal drug production:

expanding demand

The use of medicinal plants in popular medicine in Brazil, especially by traditional
peoples (Quilombolas, Native Peoples, Riparian Communities), is historically expressive

and has been exploited by Brazilian researchers and the pharmaceutical industry 3* 3. The
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interest in plant-derived drugs, especially from medicinal species, is growing worldwide
given that 30% of the available therapeutic drugs are either directly or indirectly derived
from natural products 3% %25,

Brazil is the country with highest biodiversity in the world, with an estimated over
50,000 species of higher plants (20-22% of the total worldwide), along with mammals,
birds, insects and microorganisms 2. The use of medicinal plants by the population
through living pharmacies and phytotherapy 2 are essential to meet this demand *’.
Brazilian revenue from this sector is approximately US$ 160 million per year, constituting
a promising market whose raw materials are medicinal plants 2.

The high profitability of herbal drug production contradicts the myth by the
synthetic pharmaceutical industry that this market is of little economic importance *%. In
addition, the implementation of RDC 26/2014, regulating “Traditional Phytotherapy
Products”, contributed to the sector’s development, demanding advances to establish the
production chain 2.

Medicinal plants (native and exotic) and their derivates are used by the Brazilian
population and are among the main therapeutic resources for the traditional and
complementary/alternative medicine (TM/CAM) used in primary health care, according
to a diagnostic by the Ministry of Health *. This enables the appearance of new
opportunities for the creation of production cooperatives both in traditional communities
and in companies.

According to Marques *°, establishing policies for medicinal plants and herbal
drugs depends on multiple investments in their production chain, namely, by universities
and companies *° from the plant to the final product. In this sense, technologies need to
be developed that support medicinal plant production from farms to processing units
and/or industry. Therefore, there is a socioeconomic demand for investment in medicinal
plant production chains from cultivation to processing to advance the national
pharmaceutical industry, which depends on the supply of raw material at an industrial
scale to develop herbal and natural drugs with safety, efficacy and quality certification;
such drugs demand fewer resources and have lower risks than synthetic drug production
41,42,10,43

Drug production is therefore an essential factor of national sovereignty and safety
4 However, because of socioeconomic and political factors, despite its biodiversity,
Brazil still depends on raw material produced by multinationals from developed countries

such as USA, China, Israel, Korea and India ** 3°. Given this scenario, for the last 15
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years, the Ministry of Health has invested in public policies to promote and consolidate
medicinal plant production and strengthen the national pharmaceutical industry. Some of
these national policies were the National Policy of Integrative and Complementary
Practices - National Policy of Integrative and Complementary Practices — PNPIC #°, the
National Policy of Medicinal Plants and Herbal Drugs (National Policy on Medicinal
Plants and Herbal Medicines, 2006) and the National Program of Medicinal Plants and
Herbal Drugs (National Program for Medicinal Plants and Herbal Medicines — PNPMF).

The public policies mentioned above established important decrees for productive
advancement, such as RDC n° 60 (2011), approving the Herbal Drugs Form of the
Brazilian Pharmacopoeia, which contains 83 herbal drug monographies, and RDC n° 13
(2013) of Good Practices for Traditional Herbal Drug Production and the National Drug
List (2014).

The National Sanitary Surveillance Agency (ANVISA) regulates the analysis of
agrochemical residues in the Brazilian Pharmacopoeia, but residues of undesirable and
undeclared substances such as pesticides, radioactive materials, pathogens, mycotoxins,
heavy metals and arsenic remain present in plant and herbal drugs *°. The PNPMF
guidelines establish actions with the aim of promoting technological, economic and social
development that require articulation between institutions to stimulate and consolidate
the production complex.

The Local Productive Arrangement, which is aimed at strengthening the
implementation of this public policy and includes stages from input production
(cultivation/management) to industrialized herbal drug production, shows the innovation,
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economic, technological and social potential of industrialized herbal drugs -°, and

considers family farming one of the main components of this production chain (Figure
1).

In this context, establishing a medicinal plant production chain remains an
imminent demand, requiring basic studies from production of inputs to be used in
plantations to evaluations of the active components present in the planted species, with
the aim of meeting the safety and efficacy criteria for medicinal plant and herbal drug

production.
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1.3  Organic production panorama in Brazil

According to the International Federation of Organic Agriculture Movements
(IFOAM), organic production systems are still expanding. Organic production occupies
approximately 35 million hectares worldwide, especially in Europe (8.2 million hectares),
Latin America (8.1 million hectares — Brazil and Argentina), the USA, Japan and
Australia. It is practiced in 150 countries, mostly on family farms °.

This expansion is related both to environmental problems and food contamination
caused by conventional and industrial agriculture and to the fact that organic-based
agriculture is beneficial to biodiversity, environment, fauna and consumers, who have a
high demand for products that are chemical free and/or not genetically modified °.

According to the 2009 Agricultural Census, organic producers in Brazil
represented 1.8% (or 90,497) of total agricultural farms. The main areas of development
are cattle and other animal breeding (41.7%), temporary plantations (33.5%), permanent
plantations that include fruit trees and coffee (10.4%), horticulture/floriculture (9.9%) and
forestry (3.8%) 7.

According to the 2006 IBGE Census, approximately 1.7 million hectares are
estimated to be under organic management in Brazil *” with most farms being small, of
family origin, and concentrated in the states of Bahia (15,194), Minas Gerais (12,910),
Rio Grande do Sul (8,532) and Parana (7,527).

Although organic production is growing, especially in Brazil, it still faces great
difficulties related to public policies, lines of credit, commercialization, investment in
specialized technology for input and seed supply, infrastructures, and agro-industries, all
of which are factors that affect scale production & .

In addition, agricultural research has been inefficient in responding to the needs
of the organic production system, with the challenge of production expansion being
related to research investment, development and technological innovation. Science
making and ways of knowledge generation that are not segmented according to the
“agrobusiness” development model (conventional agriculture centralized in

multinationals) need to be reevaluated.

1.3.1 Agricultural and animal farming residues
According to a report from the Institute of Applied Economic Research >, in 2009

an estimated 291 million tons of residues were generated by agro-industry associated with
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agriculture, and approximately 1.7 billion tons of waste were generated by animal
farming, which are contaminant sources because of their greenhouse gas emissions and
nitrogen release into the soil and water >!.

Composting is the most effective, alternative and adequate method of solid
organic residue treatment for agricultural use °> 3. It reuses residues and contributes to
environmental conservation, addressing economical and financial questions >* through
the generation of new products demanded for agricultural production.

The agricultural and animal farming sector is vast, resulting in high production
and availability of residues, both of plant (e.g., coffee straw, sugarcane bagasse, vinasse,
saw dust, cakes) and of animal origin (e.g., cattle, horse, pig and poultry manure). In
Brazil, the production of these agricultural and animal farming byproducts is distributed
per region, which facilitates their reuse for organic compost production (Figure 2).

The main agriculture and animal farming production chains in Brazil are centered
on coffee, dairy cattle and sugarcane production. In 2017, the coffee harvest was 45.5
million bags, 79% of them Arabica coffee; dairy production increased 3%, with 34.5
billion liters; and sugarcane production increased 2.3% in 2016/2017, an increase rate that
should result in a production of 45.5 million tons in 2026/27 >*. This affects the

organization of lines of credit, available technologies, and production areas.

1.3.2 Market analyses of organic composts and vermicompost recommended for

medicinal plant production

In Brazil, agribusiness is well developed in terms of goods, products, research and
technological services applied to agriculture and animal farming. However, because of
the technological packages derived from the Green Revolution, research and technologies
are directed at meeting the interests of big companies and multinationals, directly
affecting the development of technologies that contribute to advances in agroecology,
organic production, traditional knowledge, and other sectors of organic production !¢,

The internal market is stable in terms of demand for mineral fertilizers,
insecticides, fungicides and other products destined for conventional agriculture.
However, other agricultural sectors require standardized and certified products regarding
their application and recommendation for unconventional agricultural production. Of the

production sectors focused on agroecology and its components, the best-established
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production chains are those of big crops, fruit trees and horticulture, and although few,
there are some products available to establish such crops in the field.

For medicinal plant production, which is not exclusively focused on biomass yield
(kg/ha') but on the yield of the productive complex, including essential oils and active
components with biological and/or pharmaceutical action, there are no commercial
products formulated for plant development and production for medicinal purposes.

It should be highlighted that medicinal plant production should not be based on
structural or phenological similarity with leaf, fruit and/or root vegetables or with
landscaping plants. Medicinal plant production requires research and technology that can
promote and establish massive production chains capable of supplying the internal market
and strengthening current public policies, such as RENAME, RENISUS, PNPMF and
APL.

These public policies are aimed at strengthening the medicinal plant production
sector, thus guaranteeing the medicinal plant supply, i.e., the raw material destined for
essential drug and dry plant production to be acquired by the users of the Unified Health
System (SUS). Although these public policies are currently in force, medicinal plant
production remains insufficient to meet the national demand for raw materials.

Basic advancements in medicinal plant production are therefore necessary,
namely, regarding inputs (organic composts and vermicompost), plantation and
management protocols, and other goods, services and technology. The organic products
(organic composts and vermicompost) currently available in the market for
agroecological cultivation (organic, biodynamic, ecological and biological), their

composition and recommendations for their application to crops are presented in Table 1.

Table 1. List of commercial organic composts and vermicompost available in the
Brazilian market (continue)

Product Composition Agricultural recommendation

1)

TeraFértil ) ) Citrus trees, eucalypt, sugarcane,
Sanitary waste and organic

_ flowers, coffee, fruit trees, trees,
residues
flowers and lawns

SaneFértil Sanitary waste and organic Eucalypt, sugarcane, ornamental

residues plants, coffee



)
EcoAdubo
Organic Not described
fertilizer
©)
MAGMAton
Not described
C))
McBiofert Animal origin and free amino
acids

Folhito MIX Commercial laying hen manure
Organic (pure manure), gypsum (sulfur
Fertilizer ~ rich), sewage sludge from cold-
storage rooms and agroindustry
(nitrogen rich), eggshell
(calcium rich), ash from wood-
burning boilers (phosphorus

rich), unusable feed

Lithothamnium
Algea

Marine algae Lithothamnium

Adubos Ouro Poultry manure

S))

Azet
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All types of plants: delicate flowers
such as orchids, roses and violets;
ornamental plants, such as ferns and

palm trees, lawns

Seedlings, Leaf vegetables, fruit
vegetables, tubers, coffee, cereals,
citrus trees, bananas, fruit trees,
gardens, flowers, lawns, pastures

and grass fields

All crops

Corn, tobacco, soybean, pastures

(oat, ryegrass, Tifton grass, Aries,

Brachiaria), wheat, barley, canola,
rice, bananas, onions, native fields,
walnut trees, olive trees, gardens,

vegetables, fruit trees

Cotton, corn, rice and wheat,
soybeans, beans and peanut,
sugarcane, coffee and cocoa, garlic,
onion, carrot and yam, potatoes,
cassava, leaf and fruit vegetables,
fruit trees, garden plants, ornamental

plants, orchids

All crops
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Bagasse, grape stems and seeds,
peat, ash from acacia wood,

eucalypts and poultry manure

and bed.
Alga MC Citrus trees and fruit trees, melons,
watermelons, zucchini, cucumbers,
Marine algae - Ascophyllum potatoes, onions, artichokes,
nodosum tomatoes, eggplants, peppers,
strawberries, lettuce, spinach, celery,
alfalfa, clover, vines
Algasol Marine algae (Ascophyllum All crops

nodosum), natural extracts,
betaine, oligosaccharides,

humic extract

MC Armor Amino acids and biomolecules Woody plants, vegetables, citrus
trees and ornamental plants
MC Plant extracts and micronized Horticulture
Biocomplex mineral phosphorus, amino
acids, humic substances and
natural plant extracts, yeast
protein and rock phosphate.
MC Biogo Vegetables, strawberries, potatoes:
AATC: 5.00%; Fulvic acid 50-100 ml / hl; olive trees, citrus
0.10% trees, fruit trees, vines: 50 ml / hl.;
winter cereals, rice, beets, cotton
Biole-C Nurseries, ornamental plants,

tropical plants, vine: 80-100 g/ ha;
Protein hydrolysate fruit trees, olive trees, legumes,
strawberries: 100-120 g / ha; cereals,
corn, rice, industrial crops: 180-200

g/ha



Biole-R

MC Ecosoil S
10-0-5

MC Ecosoil S

Humic

MC Ecosoil S
Petro 330
Ryzeaplus

MC Fulvic S
95

MC Humic S
80

MC Humic-
Fulvic 20
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Protein hydrolysate, fulvic acid: Fruit trees, olive trees, strawberries:
4.80% (oligopeptides, extract of 4-51/ ha; fruits and vegetables: 4-5 1
algae Ascophyllum nodosum / ha; flowers: 4-5 1/ ha; seeds

Granular compost, Humic All crops

acids, fulvic acids 45%.

Potassium enriched leonardite Tree species

humic and fulvic acids

Olive trees: 800-1000; vines: 600-
800; cereals: 500-700; durum wheat,
wheat, lupine beans: 300-400; fruit
trees: 800-1000; apricots, tangerines:
900-1100; vegetable crops: 800-
1000; radishes, onions: 600-800;

Algae and RyZeaPlus (last
generation mycorrhizae) and

microorganisms
zucchini, carrots: 600-800; endives,

spinach, potatoes: 700-900;
tomatoes, 1000-1100; ornamental

plants, lawn

Not described
Fulvic acids: 95%

Humic organic amendment Alfalfa and forage: 3-10 kg / ha;

composed of potassium humate rice, cereals and beans: 2-3 kg / ha;

from American leonardite, lawns and sport areas: 1-2.5 kg / ha;

) . citrus trees, fruits, bananas and
treated with potassium

hydroxide vines: 1-3 kg / ha; corn, potatoes and

beets

Vegetables, fruit, citrus trees: 7-12 1/
Yeast and microorganisms ha; Olive trees: 12 1/ ha; Banana:

50-60
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Total humic extract 14.37%; Vegetables, strawberries, citrus,

humic acids 5.62%; fulvic

acids: 8.75%; ADENINE,

ZEATIN, BETAINS and
MANITOL

MC Solo
Organico L
855H11

vines, bananas

Boric acid, wood ash, castor ~ Seedlings, leaf and fruit vegetables,

(6)
Agrobio

bean cake, meat and bone meal, perennial crops

copper sulphate, cobalt,
manganese, magnesium, zinc
and water, milk, molasses,
magnesium thermal phosphate,

iodine solution and manure

Biogea Fresh organic matter: fresh Seedlings, fruit and leaf vegetables,
manure, remains of organic perennial crops and fruit trees

vegetables and fruits, coco-
grass, natural phosphate and

rock powder

Vegetables, cereals and fruit trees

Biofertilizer- =~ Whey, bone meal, ash, molasses

and microorganisms

Commercial laying hen and Corn, tobacco, soybeans, pastures,

@)
Folhito Mix

broiler manure — pure manure;  vegetables, gardens, rice, bananas,

gypsum — sulfur (S) rich; onions and fruit trees
exhausted substrate from
mushroom production;
eggshells - calcium (Ca) and
sulfur (S) rich; unusable feed

Folhito Poultry bedding; animal

Compostagem manure; Industrial process
sweep; sewage sludge; green Not described

residues (tree pruning and

biomass residues and similar);



@®)

Fishfertil-

active

Fishfeértil K

Fishfeértil

indure

Fishfeértil

classic

(9) MZE

Biorganic

residues from cafeterias or
restaurants; dust from industrial
processes (tobacco dust,
sawdust and similar); ash from
biomass combustion boilers;
animal and plant remains in

general

Fish hydrolysate (sea fish),
sugarcane molasses, citric acid

and saccharides

Fish hydrolysate (sea fish),
sugarcane molasses, potassium
sulfate, citric acid and

saccharides

Fish hydrolysate (sea fish),
crustacean hydrolysate
(crustacean shells), sugarcane
molasses, edible citric acid and

saccharides

Fish hydrolysate (sea fish),
sugarcane molasses, citric acid

and saccharides

Rock powder, cereal meal and

sugarcane molasses
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Commercial crops and ornamental

plants

Commercial crops and ornamental

plants

Flowers, ornamental plants and

lawns

Commercial crops

Not described
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Legend: List of Companies accessed: (1) Terra Fértil —organic fertilizer; (2) Plantei — fertilizers
- organic; (3). NutriSafra; (4). MfRural; (5) Neudfor; (6) Agrobio; (7) Folhito Mix; (8) Fish fértil;
(9) Microbio;

The agricultural and animal farming residue composition of the 33 products
listed above is diverse. However, the use of coffee straw and vinasse is not directly
mentioned, and most are enriched with some elicitor molecule (fulvic acid, humic acid,
free amino acids and algae) in addition to microorganisms that efficiently contribute to
promoting plant growth >°.

These commercial products are mainly destined for cereals, fruits and vegetables,
annual crops and flower production. No recommendations for application to medicinal
plants were found. Although many medicinal plants present similar development to
some of the listed species, the focus is raw material and not the effect of the commercial
product on the elicitation of active components with pharmacological and biological
properties.

However, residue recycling is essential to reduce the consumption of natural
resources in agriculture, since new products (organic composts and/or vermicompost)
are produced from the residues of industrial and agricultural activities, which can be
applied to the production of different crops. In addition to allowing for nutrient
recycling, these organic composts and vermicompost act as soil conditioner, increasing
the levels of organic matter and resulting in improved physical, chemical and biological
soil characteristics % 133614,

However, composting is the most often used and accepted method of organic
residue recycling in agriculture because it stabilizes the material, avoiding nutrient

immobilization and phytotoxicity °’.

Organic compost has several benefits for
agricultural production and for the soil, since in addition to supplying nutrients to plants,
it promotes the complexation of toxic elements and micronutrients, improves soil
structure, and results in higher microbial activity, soil carbon accumulation, and water
infiltration and retention, acting as a soil conditioner °.

The reuse of solid residues to produce organic composts and/or vermicompost is
therefore a technology with potential for plant growth promotion, since the byproducts
of agroindustry (agriculture and animal farming) constitute a health problem %
contaminating soil, water, air and people when they are not disposed of in a manner that

is coherent and responsible toward the environment. In addition, conventional fertilizers
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that depend on natural resources (mineral fertilizers) are becoming exhausted by the
irresponsible exploitation of large agribusiness companies and multinationals.

The need for advances in the production of technologies applied to medicinal
plant development and growth that not only promote raw material production but also
elicit the secondary metabolism, resulting in higher essential oil yield and active

ingredient concentrations, should be highlighted.

2 Conclusion

Agricultural production chains are of great importance to the economic
movement of small and large producers. However, methods of reusing agricultural and
animal farming residues need to be established to avoid contamination of water sources,
soil, fauna, flora and population. In addition, countering the agrobusiness production
model, organic food production is undergoing constant growth, along with medicinal
plant production, with a high demand for technologies, services and products. This
sector will only be able to advance through the efforts of research institutions and
continuing education, strengthening family farming and the permanence of families in
the countryside. The production of specific organic composts and vermicompost for the
production of medicinal plants (raw material) rich in active compounds with biological
and pharmacological activity is therefore crucial to strengthening the national
pharmaceutical industry for both the production of herbal drugs and the consolidation of
public policies related to medicinal plants and herbal drugs through the prescription of
dry plants by the SUS. It is highlighted that developing technologies and studies for the
reuse of residues from sugarcane, beef and dairy cattle and coffee production for the
production of commercial products and/or social technology, which can then be
reapplied to the production sector, will fulfill the social duty of knowledge of the
population and environment, generating jobs, products, sovereignty and food safety

through the production of organic food and medicinal plants.
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Artigo 2

Humic Substances and Efficient Microorganisms: Elicitation of Medicinal Plants -

A Review

Artigo publicado na Jounal of Agricultural Sciente: 10.5539 / jas.v11n7p268

Abstract

In function of the green revolution the indiscriminate use of agrochemicals and pesticides
in agriculture has been also shown in the production of medicinal plants, resulting in the
increase of productivity but with high residual contamination and low rates in the
production of secondary metabolites responsible for the biological and pharmacological
activity in vegetable drugs. In another hand, new techniques of elicitation has been
applied to stimulate the medicinal plants production through the organic and
agroecological management, contributing for the increase of performance, quality and
production. In this context, it is aimed with this review to present such as the humic
substances: fulvic acid, humic acid and efficient microorganisms which influence and
help the ontogeny and the secondary metabolites production of medicinal plants. The
reviewed articles show that the use of fulvic acid, humic acid and efficient
microorganisms in the production of medicinal plants contributes on the increase of
biosynthesis, secondary metabolites production such as coumarins, alkaloids,
phenylpropanoids and essential oils, as well as the increase of nutrients absorption,

growth and development of species.

Keywords: biostimulation, essential oils, secondary metabolism, in vivo, humic acid
1 Introduction

Since the beginning of the green revolution the agriculture panoram has changed
by the excessive use of fertilizers, pesticides, land mechanization and latifundia
concentration (Lazzari & Souza, 2017; Matos & Pessoa, 2011). In order to increase
productivity these agrochemicals has been indiscriminately used not only in grains and
horticultural crops, but also in medicinal plants (Pereira & Raimunda, 2016).

The medicinal plants are essential source of secondary metabolites and bioactive
compounds responsible for the biological and pharmacological activity of the plant in


https://doi.org/10.5539/jas.v11n7p268

49

vivo (Costa & Jorge, 2011; Czelusniak, Brocco, Pereira, & Freitas, 2012; Pereira &
Cardoso, 2012; Gobbo-Neto & Lopes, 2007), as alkaloids, phenolic compounds, terpenes
and others. Historically they have been used by the population through homemade crops,
live pharmacies, as well as acquisition in natural products stores and industrial herbal
medicines (Calixto & Siqueira, 2008).

In Brazil, the cultivation of medicinal species must be totally pesticide free.
However, residues of undesirable and undeclared substances such as pesticides,
radioactive compounds, pathogens, mycotoxins, heavy metals and arsenic are constantly
found in plant-derived drugs and phytotherapics altering the quality of the products with
therapeutic purposes in the treatment of various diseases (Brasil, 2014).

Research on the cultivation of species with therapeutic purposes is still recent.
Therefore, some technologies used in the production of large crops and vegetables, such
as the use of elicitors (endogenous or exogenous molecules) in vivo (Canellas et al., 2015),
can be applied in the organic cultivation of medicinal plants. Since research with the use
of elicitor agents has been focused more in in vitro culture (Rafiee et al., 2016).

Studies carried out with plants under field grown highlights the use of plant
growth promoting fungi (PGPF), plant growth promoting rhizobacterium (PGPR)
(Adesemoye et al., 2009; Bhattacharyya et al., 2012), humic substances (fulvic and humic
acids) (Canellas et al., 2014; Olivares et al., 2017), seaweed extracts (Craigie, 2011),
hydrolyzed proteins and amino acids (Calvo et al., 2014). These bioestimulants can
influence on ontogeny, secondary metabolite biosynthesis, efficiency and nutrient uptake
by plants.

Researches have been done about the effect of bioestimulants such as
microorganisms, rhizobacterium and humic substances on the production of medicinal
plants in vitro (Halpern et al., 2015; Canellas et al., 2015; Olivares, 2017). Therefore, it
is necessary to know if the content of secondary metabolites changes when the elicitor
agents are applied in vivo and if its application in agroecological systems are
economically and socially viable, overcoming the conventional agriculture and keeping
the levels of productivity.

On this review, we show studies about the use of humic substances and
microorganisms applied in the field (in vivo), their effect on ontogeny and on metabolites
content in medicinal plants. The numbers of studies in vivo are extremely low, which
makes it a scientific and social challenge for the advancement of agroecology and organic
production of medicinal plants.



50

2 Humic Substances: Humic Acid and Fulvic Acid

The biological structure of the soil is rich in microorganisms that perform essential
role in the carbon cycle and in the genesys of humic substances (Bakker et al., 2013;
Fischer et al., 2017). Amongst the exudades released by the microorganisms present in
plants, we can mention the formic organic acids, acetic, oxalic, tartaric and citric
(Canellas et al., 2008; Zhalnina et al., 2018; Lica et al., 2018), the protons dissociate-
helpers in the decomposition of minerals in soil in which middle life is too short, as well
as the aromatic acids, benzene-carboxylic and phenolics (M. A. Baldotto & E. B.
Baldotto, 2014).

The organic material is decomposed into new material (humus) through the
microorganisms and chemical degradation of the biota constituting the biomolecules
which are placed between the horizons O and A (Ebeling et al., 2011). The humic
substances are organic compounds condensated that differ from biopolymers by its
molecular structure and high soil persistence (Nebbioso & Piccolo, 2012). According to
the International Humic Substances Society, the humic substances can be defined by
macromolecules or supramolecules (Fischer, 2017).

The humic substances contain a hydrophilic portion and other one- hydrophobic
(Canellas et al., 2008; Fischer, 2017) where the humic acid (HA) is founded turned to the
inside part and a hydrophilic fulvic acid turned to the outside (Nebbioso & Piccolo, 2012;
Drosos, 2017). These aggregate supramolecules are organised in high and low weight of
organic compounds (Kawahigashi, 2005) and has varying specified structure features
accordingly with the organic matter and time of transformation (Asli, 2010; Nebbioso &
Piccolo, 2012).

The humic acids influence on the fruits, flowers and seeds development (M. A.
Baldotto & E. B. Baldotto, 2015) that acts in several phases of the vegetable physiology
(Canellas & Olivares, 2014) such as growth, development, photosynthetic structures of
respiratory activity (Costa et al., 2008); changes on biochemical pathways as primary and
secondary metabolism (Trevisan et al., 2011; Aminifard et al., 2012; Canellas & Olivares,
2014; Nardi et al., 2017). Due to all these beneficial effects of elicitors on plant
productivity, they have attracted the interest of farmers and companies.

Researches show that humic substances contribute on the better absorption of
nutrients (Halpern et al., 2015). They also perform indirect actions over the chemical and

dynamic of the microorganism on the rhizosphere, altering the interaction soil-plant-
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microbiota (Canellas & Olivares, 2014) in relation to the assimilation of macro and micro
nutrients as a function of the increase on the permeability of the plasmatic membrane with
the action of the humic substances (Silva Lima et al., 2014).

Changes on the uptake of nutrients and humic substances related to the absorption
rates are explained by the kinetic parameters of absorption, which are estimated through
the maximum absorption rate, ion concentration and minimum ion concentration in the
solution taht the plant cannot absorb (Silva Lima et al., 2014).

Therefore, the humic and the fulvic acid can influence directly and indirectly in
the plants metabolism (Canellas et al., 2014; Vaccaro et al., 2015), altering the metal
complexation, increasing the capacity of cationic exchange (Ateia et al., 2017; Lee et al.,
2017; Kwiatkowska-Malina, 2018), nutrients supply and humidity retention, interfering
on the ions transportation, respiratory activity, chlorophyll levels, nucleic acid synthesis
and on the activity of several enzymes (Muscolo et al., 2013; Ozfidan-Konakci et al.,
2018; Shahabivand et al., 2018).



Table 1. Overview of the medicinal plants species elicited by humic substances: fulvic and humic acid
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Scientific name ':rl?sil:at' Evaluation Eharmacogenl Efficient Treatment Results Articles
;zz?ocrlslis Pulverizati Coumarin Leaf and  Humic Acid >D Iné?d?éﬁ: S rates on Qndradeal
Jacq, on dry stem dinamization CH3 plants of 54.35% (2001)
> Vegetative period Costa et
Il:antana camara o . é; er\t/);/;/(t)t;ment and i and growth al.
' > Organogenesis (2008)
> 880 & 89.33%
- Leaf - . anthocyanins and Ahmed et
:'e:l:t))é(;ur?ﬁa L pulverizati ':‘nr;ﬂg;(ilggnés r:g;v'ty’ Whole plant - antioxidants al.
' on y > Effciency in the (2011)
absorption of N and P
Hyssopus > Biomass rates 88% Khazaie et
officinalis L. Soil Non definition Leaf 300 mg/L > Essential oil rates 71% 2.011)
Leaf o. > Total carbohydrates, Mazhar et
_Chrysanthemum pulverizati Tota}l Carbohydr_ates, Fresh plant 1.0, . 1'5 and  2.0% chlorosis improvement  al.
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Antioxidant, total > Antioxidants,
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Mentha piperita Leaf Cineol menthol > Menthol essential oil (EBI(;har
PP pulveizati Lo ' leaves 0.4 g L™ Humic Acid rates from 48% to y
L. on mentone, isomentone 57 504 et al.
T (2014)
. i o > Total phenols Ghasemi
ﬁlllum sativum Eﬁrtlmgaﬂ ;‘I;g\t/{i)lnoi ds allipc ?ﬁnols, Whole plant 20 kg hat and flavonoids et al.
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Calendula chlorophyll (A & B), ascorbic acid 100 inflorescence by plant
L Leaf spray ; Flower . et al.
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2.1 The Influence of Humic Substances on the Ontogeny, Primary and Secondary

Metabolism

Studies evaluating the application of humic substances in medicinal plants in vivo
(Table 1) demonstrate that those substances can contribute to the increase of the
biosynthesis of secondary metabolites and to the activity of bioactive substances from
different classes, such as flavonoids, coumarins, phenylpropanoids, total phenols and
anthocyanins (Ahmed et al., 2011; Khazaie et al., 2011; Aminifard et al., 2012; EI-Gohary
et al., 2014; Ghasemi et al., 2015; Hendawy et al., 2015; Said-Al et al., 2016).

There are different ways of applying humic substances: via soil, spray or
fertigation (Kotodziej et al., 2013; Hendawy et al., 2015; Ghasemi et al., 2015).
Nevertheless, those substances significantly increased the biosynthesis of the metabolism
of medicinal plants and production of metabolites with biological and pharmacological
properties independent of the way they were applied on the plants (Andrade et al., 2001;
Khazaie et al., 2011; Kotodziej et al., 2013).

Humic acid can also be applied via homeopathy techniques promoting a 55.10%
increase in coumarin content in Justicia pectoralis Jacg. (Andrade et al., 2001) when
dynamized as well as demonstrated great variability in the electromagnetic field of these
plants.

Although the application procedure does not show difference on the performance
and biosynthesis of metabolites on medicial species, humic substances applied via soil
act as soil conditioners. They interact with great number of functional groups which
allows wide espectro of reactivity with other molecules (Drosos et al., 2017),
hydrophilicity forming hydrogen bonds with water and the structural malleability wich is
the capacity of intermolecular association and changes on pH and redox values (Caron et
al., 2015; Fischer, 2017).

These changes in the physical, chemical and microbiological structure of the soil
have the purpose of greater water retention, aeration, directly influencing root growth,
nutrient absorption, primary and secondary metabolic pathways (Canellas & Olivares,
2014; Canellas et al., 2015; Olivares et al., 2017; Ozfidan-Konakci et al., 2018), hormone
signaling and, consequently, higher yield of the medicinal plants.

In this context, the application of humic and fulvic acid in vivo increased growth,
development and organogenesis of the plants in the field, influencing on the

differentiation of the vegetative tissues in the production of flowers (Costa et al., 2008).
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Higher content and concentration of active ingredients of the essential oils of
Hyssopus officinalis L., Mentha piperita L, Mintha piperita var. Citrate, Anethum
graveolens L. was also observed, showing a positive corelation between the increase of
dry or fresh biomass with the essential oil content (Hendawy et al., 2015; EI-Gohary et
al., 2014).

Anthocyanins  and  phenolic  compounds  (monoterpene,  terpene,
phenylpropanoids, flavonoids) are the main classes of secondary metabolites influenced
by the application of humic substances found in the literature (Haghighi et al., 2016; Said-
Al et al., 2016). In fruits of Capsicum annum var. Red chili humic acid increased the
concentration of flavonoids, capsaicin, carotenoids (lycopene and B-carotene) and
antioxidant activity (Aminifard et al., 2012).

Humic substances improves the root system development, which contributes to
higher nutrient uptake efficiency, leading to changes on the root exudation profile
(Canellas & Olivares, 2014), lateral and adventitious roots formation. These responses
involve mechanisms of cellular stimulation and differentiation that act as messenger
inducing physiological effects, as well as influence on the production of chlorophyll A
and B and carotenoid content (Ghasemi et al., 2015).

Therefore, the application of humic substances in the in vivo cultivation of
medicinal plants opens up the opportunity for the development of organic fertilizers for
agroecological systems, aiming at good quality raw material without pesticides with
increased concentration of secondary metabolites biologically and pharmacologically
interesting (Canellas et al., 2015; Halpern et al., 2015, Olivares et al., 2017).

3 Application of Plant Growth Promoting Microorganisms

It is estimated that living microorganisms, aggregate to organic matter and
rhizosphere, occupy less than 5% of the total space of soil. What makes this environment
a dynamic and living space, with a central role in processes of decomposition and cycling
of nutrients available to the plants through the mineralization (Chavarria et al., 2018;
Lehmann et al., 2018; Zheng et al., 2018).

The microorganisms applied on agroecological and organic systems have
influence on the health and microbial activity of the soil (Chavarria et al., 2018). Soil
community is diverse, constituted by fungi and bacterium that perform as promoters of
plant growth (Leite et al., 2016; Silva et al., 2017; Trinh et al., 2018). Thus the
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microorganisms of the rhizosphere shape efficient systems for absorption and catabolism
of organic compounds existent in the exudate roots (Bakker et al., 2013; Ahemad &
Kibret, 2014).

Plant growth promoting bacterium can influence directly or indirectly the general
morphology of plants, as they have the ability to colonize tissues and different
mechanisms of action (Pandya et al., 2013; Chagas et al., 2018). They can act on iron
sequestration and phytoremediation (Karami & Shamsuddin, 2010), phosphorus
solubilization, atmospheric nitrogen fixation (Santi et al., 2013; Ahemad & Kibret, 2014),
hormone production, organic siderophore compounds (Bhattacharyya & Jha, 2012),
systemic resistance to pathogens, tolerance to abiotic and biotic stress (Etesami &
Maheshwari, 2018; Shameer & Prasad, 2018).

The main efficient microorganisms associated to rhizosphere capable of exerting
a beneficial effect on plant growth and physiology are the Azospirillum spp., Alcaligenes
spp., Artrobacter spp., Acinetobacter spp., Bacillus spp., Burkholderia spp., Enterobacter
spp., Erwinia spp., Flavobacterium spp., Pseudomonas spp., Rhizobium spp., Serratia
spp., Streptomyces spp. and mycorrhizal fungi as the Arbuscular mycorrhizal fungi
present in 80% of the roots (Bulgarelli et al., 2013; Gupta et al., 2018).

Bacterium of the genus Azospirillum spp., Bacillus spp. and Enterobacter spp. are
effective for promoting better performance of plants acting on the regulation of
physiological process (Bhattacharyya et al., 2012), stimulating the ability of producing
and degrading plant growth regulators like gibberellins, auxins, cytokinins and ethylene
phytohormones (Calvo et al., 2014).

The role of microorganisms applied to agriculture are diverse, for example,
mycorrhizal arbuscular fungi have the ability to solubilize phosphorum (P) by secretion
of phosphatases which degrade the P organic or the acids that dissolve inorganic
compounds of P (Richardson et al., 2009; Yousefi et al., 2011). The free-living
diazotrophic microorganisms (Azospirillum, Psudomonas and Cyanobacterium ) can fix
nitrogen from the atmosphere to the soil to be mineralized and made it available to the
plants in the form of ammonia they can also synthesize phytohormones (Fukami et al.,
2018).

Besides, microorganisms can act as elicitors and increase the production of
secondary metabolites involved in the biological and pharmaceutical activity of medicinal
plants (Mohammadi et al., 2017), such as flavonoids and terpenes content, phenolic

compounds, microbial activity, chlorophyll content, nutrient uptake, plant growth and
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development (Banchio et al., 2008; Cappellari et al., 2013; Zhao et al., 2016; Damam et
al., 2016; Swamy et al., 2016).

Most of the studies regarding the use of microorganisms on medicinal plants
aiming phytochemical and biochemical changes on secondary metabolites production
were carried out in vitro (Rafiee et al., 2016; Du et al., 2013; Vafadar et al., 2014; Cetin
et al., 2016). However, researches about the use of elicitors agents in the field are very
important due to its great and innovative potential on the organic grown of medicinal
plants, once uncontrolled edaphoclimatic factors may influence the colonization and the
mechanisms of action of growth promoting microorganisms.

Thus, the use of efficient microorganisms as phytoremediators, bioprotectors and
biofertilizers are potential tools for organic and agroecologic agriculture, improving plant
physiology, intermediating the production of substances of the primary and secondary
metabolism, which are related to yield, production of active ingredients and essencial oil

with good quality for therapeutic use.

4 Influence of Microrganisms on Phytochemical Composition

Microorganisms (fungi and bacterium) applied in the cultivation of medicinal
plants in vivo (Table 2) had great influence on plant growth and development,
photosynthetic rate, production of secondary metabolites, abiotic stress tolerance and
increased synthesis of active compounds (Aseri et al., 2008; Shahmohammadi et al.,
2014; Akhazari et al., 2015; Tahami et al., 2017).

Interactions between microorganisms and medicinal plants can lead to neutral,
negative or positive effects on plants (Ahemad & Kibret, 2014). In this review, we
verified the use of different genera of microorganisms such as Bacillus spp., Azotobacter
spp. and Azospirillum spp., heterotrophic and nitrogen-fixing aerobic bacterium, being
that Azospirillum genera (facultative endophytes) the most commonly applied on the
plants (Mohammad et al., 2012; Shahmohammadi et al., 2014; Tahami et al., 2017).

Facultative endophytic bacterium have the ability to colonize the interior and
surface of the roots as a function of the chemotaxis of rhizosphere exudates (Ahemad &
Kibret, 2014). They can convert atmospheric N to ammonium, produce phytohormones
such as cytokinins, gibberilins and auxins (El-Hadi et al., 2009), increase water and
mineral absorption, tolerance to abiotic stresses (Shameer & Prasad, 2018; Fukami et al.,

2018; Silva & Pires, 2017), and are able to colonize the endorizosphere and xylem vessels
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(Fatma et al., 2008). Thus, there is a growing interest in inoculating microorganisms in
vivo as they not only increase the productivity and phytochemical profile of medicinal
plants but also reduce the use of chemical fertilizers (Adesemoye et al., 2009).
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Scientific Name Application Evaluation Farmacogenesis Effcient Treatment Results Articles
via

Foeniculum Soil Morphological Fruits Azotobacter > Plant height, n° of Mahfouz et al.
vulgare Mill. features, chroococcum, branches, (2007)

essential oil and Azospirillum  lipoferum fresh and dry weight and

phenolic and weight

compounds Bacillus megatherium fresco and uselfulness of

fruits

> Essential oil rates
> Anetol rates
> Absorption of N and P

Majorana Soil and Growth and Leaf Bacillus circulans *Azos. Brasiliense + Fatma et al.
hortensis L. irrigation essential oil Azot. Chroococcum + (2008)

B. polymyxa and B.

circulans

> Plant-growth

* Azotobacter misturado
+ B. megaterium

> Essential oil rates 39-
52%

* Nitrogen vines +
Bacillus circulans

> y-terpinene  rates
(16.83%),

a-terpinene (13.11%),
phellandrene (2.41%), a-
mirrene (2.01%)
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Punica granatum Soil and seed Microbial activity, Seedlings A. brasilense and G. > Leaf area and dry Aseri et al.
L. inoculation  chlorophyll and mosseae weight (2008)
nutrients rates >  Rate total de

chlorophill, accumulation
and reduction ofsugars

> Total phenols and
amino nitrogen

> Dehydrogenase activity,
alkaline

phosphotase and
nitrogenase

> Microbial activity and
nutrients rates

Punica granatum Soil and seed Microbial activity, Seedlings A. brasilense and G. > Leaf area and dry Aseri et al.
L. inoculation  chlorophyll and mosseae weight (2008)
nutrients rates > Rates total de
chlorophill,
accumulation and

reduction ofsugars

> Total phenols and
amino nitrogen

> Dehydrogenase activity,
alkaline

phosphotase and
nitrogenase

> Microbial activity and
nutrients rates
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Essential
usefullness
and chlorophyli

_________ oil Dry leaves

Japanesemint:
Mentha arvensis

Azospirillum +
Azotobacter mixture

> Height of Menta El-Hadi et al.
piperita L., (2009)
biomass, dry weight,

L. flower and root
Peppermint: > Essential oil usefullness
Mentha piperita Mentha arvensis
L. and Menta piperita L.
> Microbial proliferation
in the rizosphere
of the Menta Piperita
> Fungi rates—beneficial
and harmful
> Chlorophill rates
Pimpinella Inoculation  Seeds production Seeds 10 ton/ha + inoculation of > Seed production of Mohammad
anisum L. and f and Bacillus circulans with 2973.2 kg/ha et al. (2012)
ertilization essential oil rates pulverization > Essential oil rates—
in the stretching stem 104.3 kg/ha
stage
Matricaria Soil Essential oil Dry flowers Azotobacter and > Essential oil usefullness Dastborhan
chamomilla L. usefullness Azospirillum etal. (2012)
Carum copticum Spray base of Essential oil Seed Nitrogen fixers bacterium > Essential oil rates Ghilavizadeh
L. the plant etal. (2013)
Anethum Soil and leaf Nuber of umbels Seed Micorrhiza gladus > Production of umbel Hashemzadeh
graveolens L. pulverization and interadices seeds et al. (2013)
seeds production and Glomus mosseae > Absorptionof water and
nutrients

Coriandrum
sativum L.

Spray base of Growth and seeds Seed
the plant production

Nitrogen fixers bacterium

> Umbel numbers, seed Akhani et al.
numbers (2012)
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Coriandrum Inoculation  Essential oil rates Seed Biofertilizers (Inoculate > Essential oil usefullness Darzi et al.
sativumL. and components seeds > Rates of alpha-pinene  (2013)
with  azotobacter  +
Azospirillum
Anethum Seed Essential oil Seeds 10 ton of compound + > Seed production Shahmohammadi
graveolens L. inoculation inoculation of seeds > Essential oil usefullness et al. (2014)
Medicago Seed Nutrients rates Whole plant Vermicompound + > Rates of N and K in Akhazari et al.
polymorpha L. inoculation  and growth arbuscularmicorrhiza vegetal tissues (2015)
> Leaf area
Chamomilla Leaf Growth,essential ~ Flower and fruit - Not statistically Kwiatkowski
recutita L. pulverization oil meaningful (2015)
Rausch. and flavonoids
rates
Mentha arvensis Soil Essential oil, Fresh leaf G. fascicula-tum + E. > Fresh weight and the Bharti et al.
L. biomass oxido tolerans plant stem proportion (2016)
of leaf and roots, of plants in saline or non
nutrients saline conditions
> Essential oil usefulness
< Micorrhizae
colonization (H.
desiderata)
> Micorrhizae
colonization (species of
Glomus)
> Rates of P and N
Mentha arvensis Soil Essential oil, Fresh leaf G. fascicula-tum + E. > Fresh weight and the Bharti et al.
L. biomass oxido tolerans plant stem proportion (2016)
of leaf and roots, of plants in saline or non

nutrients saline conditions
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> Essential oil usefullness

< Micorrhizae
colonization (H.
desiderata)

> Micorrhizae
colonization (species of
Glomus)

> Rates of P and N

Ocimum Soil and seed Growth, Leaf Bacillus sp. and > Leaf areaarea foliar, n® Tahami et al.
basilicum L. inoculation  development Pseudomonas sp. of branches and dry (2017)
and essential oil Bacterium s weight
> Growth, usefullness and
density of the roots
> Essential oil usefullness
Rauwolfia Soil and coal Growth, alkaloid Dry roots Azotobacter > Growth Rai et al.
serpentine rates, chroococcum, >  Uselfullness and (2017)

microbial biomass

Azospirillum  brasilense
and
Pseudomnas putida

alkaloid rates

> Absorption of nitrite,
nitrate and phosphate

> Usefullness of alkaloids
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The number of umbels and seeds increased with the application of Azotobacter
chroococcum and Azospirillum lipoferum in plants of Coriandrum sativum L. (Akhani et
al.,, 2012), which has fungicidal, bactericidal and anthelmintic properties
(Shahmohammadi et al., 2014). As for Anethum graveolens (L.) seed production
increased as well as the yield of essential oil. This may be related to the better
development of the ontogenic phase of the species, as well as a higher uptake of nitrite,
nitrate and phosphate (Cappellari et al., 2013), influencing on growth, increased leaf area,
higher photosynthetic rates that may contribute to yield, essential oil production and
increased concentration of active principles (Damam et al., 2016; Rai et al., 2017).

Several studies point out the importance and interest of applying Azotobacter spp.
and Azospirillum spp. in vivo in order to improve the physiology and phytochemistry of
medicinal plants. They can increase yield and content of active constituents of the
essential oil in various medicinal species like Foeniculum vulgare Mill. (Mahfouz et al.,
2007).

Rauwolfia serpentina had better performance and anetol rates; higher alkaloids
rates were found in Carum copticum. Rai et al. (2017); alpha-pinene content increased in
Coriandrum sativum L. (Ghilavizadeh et al., 2013); on the cultivation of, had increased
the alpha-pinene rates (Akhani et al., 2012); greater content of the essential oil of the
Matricaria chamomilla L. (Dastborhan et al., 2012). When the Bacilus spp. is applied in
the production, it’s verified the increase on the radicular system and better usefulness of
the essential oil (Tahami et al., 2017).

In addition to the rhizobacterium applied as elicitors, arbuscular mycorrhizal
fungi (AM) can help to improve the physical, chemical and structural properties of the
soil. By increasing the availability of phosphorus through its specialized hyphae, the
organic matter content and reduction of the apparent soil density (Yousefi et al., 2011,
Akhazari et al., 2015), water retention by stimulating the plant’s root system to exploit
greater soil volume and to assist in the accumulation of secondary metabolites (Swamy
etal., 2016).

Among the species evaluated by Bharti et al. (2016) and Hashemzadeh et al.
(2013) the AM fungi Gladus spp. and Glomus spp. can interfere in the physiological
development, increasing the total content of chlorophyll, the accumulation of higher
levels of nutrients, total phenols and amino nitrogen by increasing the activities of
dehydrogenase, alkaline phosphatase and nitrogenase that causes alteration in the
mineralization of nutrients present in organic matter (Aseri et al., 2008).



65

Studies have shown that application of fungi (AM) in the production of Mentha
arvensis L. in saline and non-saline conditions may induce tolerance and/or resistance to
abiotic stress like water and salt stress (Bharti et al., 2016). Therefore, agronomic
characteristics can be improved, such as biomass, height, stem and leaf ratio, higher
nitrogen and phosphorus absorption due to the increase of mycorrhizal colonization.

On the other hand, species of fungi (AM) under abiotic stress conditions such as
Halomonas spp. reduced rhizosphere colonization and yield in essential oil content
(Bharti et al., 2016). Similar results were found with the application of photosynthetic
bacterium, actinobacterium , lactic acid bacterium , fermentation fungi and yeast in the
cultivation of Chamomilla recutita L. Rausch. The authors did not find significant
differences for essential oil yield and flavonoid content (Kwiatkowski et al., 2015).

Thus, the application of fungi and bacterium as elicitors in the in vivo cultivation
of medicinal plants is an important tool in organic and agroecological production, which
contributes to the production of raw material with quality and pharmacological interest.

They can also improve the performance and optimization of the use of nutrients,
opposing the application of chemicals in the production of medicinal plants, conferring
quality production with respect to the man and to the environment (Adesemoye et al.,
2009; Olivares et al., 2017).

5 Conclusion

Based ont the reviewed studies, the use of eliciting agents in the cultivation of medicinal
plants through the application of humic substances (fulvic and humic acid), efficient
microorganisms in vivo, it opens opportunities for the development of organic fertilizers
and biofertilizers that can be applied in organic and agroecological cultivation for a
sustainable agriculture. The use of humic substances and microorganisms improved the
physicochemical characteristics of the soil, increased availability of nutrients for
medicinal species, contributed to growth and development through the production of
phytohormones, induction of the root system, release of exudates, influence on
phytochemistry, primary and secondary metabolism by increasing the production of
active principles and essential oil for therapeutic, biological and pharmacological use in
the treatment of numerous diseases. The use of these elicitor agents in the field, focusing
on medicinal species, is a scientific and social potential in improving the yield and quality
of the production of medicinal plants without contamination by pesticides and chemical
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fertilizers that, besides the social and environmental benefits, potentiate the production of

metabolites plants.
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Artigo 3

Quantificacao e caracterizacao fisica, quimica, fitohormonal e microbiologica
de vermicompostagem
(Artigo estruturado nas normas da Journal of Environmental Management)
Resumo: Os residuos organicos se reaproveitados corretamente sdo potenciais matérias
primas para a formulacdo de composto, vermicomposto e biofertilizantes a serem
aplicados no cultivo de espécies vegetais. A vermicompostagem € considerada uma das
alternativas mais viaveis e econémicas para a transformacéo de residuos organicos em
fertilizantes organicos, que além de ser um material de alta qualidade nutricional,
fitohormonal e microbioldgica, é considerado uma ferramenta tecnoldgica social utilizada
por agricultores para a producdo de alimentos. Neste sentido, objetivou-se identificar,
quantificar e analisar as caracteristicas fisicas, quimicas, fitohormonal, teor de
amino&cidos e comunidade microbiana de trés formulagbes de vermicompostagem, com
e sem inoculacdo de microrganismos eficientes, e comparar a influéncia dos
vermicompostos na producdo de biomassa seca e teor de Oleo essencial de Origanum
vulgare L. Verifica-se que o processo de vermicompostagem potencializa os teores de
macro e micronutrientes, fitohorménios, aminoécidos, substancias himicas e atividade
microbiana, independente da formulagcdo. Concluindo que todas as formulacGes de
vermicomposto se enquadram as exigéncias minimas estipuladas pela legislacdo
brasileira para o registro de fertilizante organico composto classe A, sendo que a
inoculagdo de microrganismos eficientes potencializa a comunidade microbiana do
vermicomposto, bem como, o vermicomposto com inoculacdo de microrganismo
eficiente da mata nativa pode ser aplicado em substituicdo ao fertilizante quimico na
producdo de biomassa seca e teor de 6leo essencial de Origanum vulgare L. Por fim, a
vermicompostagem e inoculagdo de microrganismos eficientes é uma ferramenta

estratégica para a autonomia produtiva de agricultores familiares e tradicionais.

Palavras-chave: Tecnologia social; Residuos sdélidos; Microrganismos eficientes;

Fitohormonios; Substancias himicas
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1 Introducao

No mundo, uma grande quantidade de residuos organicos biodegradaveis sao
gerados todos os dias (Lv et al., 2019), os residuos organicos e alimentares sdo 0s maiores
componentes dos residuos sélidos urbanos, sendo que no Brasil cer e com a deposicao
indevida, esses residuos podem facilitar o desenvolvimento de vetores de doencas e
algumas pragas urbanas (Suthar, 2009). Os residuos agropecuarios também sdo grandes
passivos ambientais, e quando dispostos inadequadamente e de forma desordenada na
natureza, geram contaminantes, como metais toxicos, emissdo de gases toxicos e
contaminacdo das reservas hidricas (Jiang et al.,2016).

De acordo com o Plano Nacional de Residuos Solidos (Lei 12.305/2010), no
Brasil sdo produzidas, diariamente, cerca de 250 mil toneladas de residuos, sendo sua
composic¢do: de 52% de residuo organico, 26% de papel e papeldo, 3% de metais (ferro,
aluminio, aco, etc), 2% vidro e 17% de outros (Brasil, 2011). No entanto, os residuos
organicos, se reaproveitados corretamente, sdo potenciais matérias primas para a
formulacdo de composto, vermicomposto e biofertilizantes a serem aplicados no cultivo
de espécies vegetais (Pereira et al., 2021).

Sendo assim, como alternativa social, ecologicamente correta e econdmica, a
vermicompostagem pode ser utilizada para tratamento desses residuos através da bio-
oxidacdo do material organico, com baixo custo, aliado a isso, a aplicacdo de himus
(matéria organica bio-oxidada) no solo, pode reduzir e/ou substituir a dependéncia de
fertilizantes quimicos sintéticos, fornecer nutrientes, melhorar a estrutura do solo
mantendo ou elevando a fertilidade (Awasthi et al., 2018; Aynehband et al., 2017; Song
e Lee, 2010), além de ser uma importante ferramenta e tecnologia social utilizada por
agricultores familiares para a producdo de alimentos (Pereira et a., 2021).

A vermicompostagem & um processo de oxidacdo bioldgica ndo termofilica em
gue o material organico é convertido em vermicomposto, que € um material semelhante
a turfa, exibindo alta porosidade, aeracdo, drenagem, capacidade de retengdo de agua e
ricas atividades microbianas (Edwards 1998 ; Atiyeh et al. 2000 b; Arancon et
al. 2004 a), por meio das interacdes entre minhocas e microrganismos associados ao trato
digestivo e na massa a ser decomposta.

Além da vermicompostagem acelerar a estabilizacdo da matéria organica, a
presenca de minhocas pode modificar a comunidade bacteriana devido ao aumento do

indice de diversidade e inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas, atuar na
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producdo e liberacdo de fitohormoénios que impactam no metabolismo das plantas
(Egamberdieva et al., 2017), ou na supressao de patdgenos de residuos organicos (Lv et
al., 2019) e fitopatdgenos de solo (Sulaiman et al., 2020).

Vaérios trabalhos mostram que a presenca de microrganismos eficientes aliada a
vermicompostagem pode reduzir o tempo de decomposicdo (Kumar et al., 2010),
proporcionar o aumento de nutrientes, como nitrogénio total e fosforo (Singh e Sharma,
2002), elevar o teor de substancias humicas e carbono que auxiliam na estruturacéo
microbiana do solo (Maji et al., 2017; Pathma e Sakthivel, 2013).

Essas atividades complexas de degradacdo da matéria organica e dindmica de
nutrientes dependem de muitos grupos de microrganismos como bactérias oxidantes e
nitrificantes de amoénia (Kowalchuk et al., 1999); microrganismos celuloliticos e
lignoceluloliticos que estdo relacionados a degradacdo de compostos vegetais (Lopez-
Gonzaélez et al., 2015); microrganismos solubilizadores de fosfato (Wei et al., 2018),
dentre outros.

Por fim, a aplicagdo em campo de vermicompostagem como fertilizante orgéanico
ou condicionador de solo no cultivo de espécies medicinais, demonstram que este
fertilizante orgéanico, pode ser um substituto para o fertilizante quimico sintético no
cultivo sustentavel de plantas medicinais, bem como, influencia na producdo, teor e
qualidade do 6leo essencial, aumento de constituintes quimicos, elevacdo do teor de
macro e micronutrientes pelas culturas, como, no metabolismo vegetal (Esmaielpour et
al., 2017; Ganjali et al., 2017; Heidarpour et al., 2019; Hossaini et al., 2016).

Neste sentido, objetivou-se identificar, quantificar e analisar as caracteristicas
fisica, quimica, fitohormonal, teor de aminoéacidos e comunidade microbiana de trés
formulacGes de vermicompostagem, com e sem inoculagdo de microrganismos eficientes,
e comparar a influéncia dos vermicompostos na producao de biomassa seca e teor de 6leo

essencial de Origanum vulgare L.

2 Material e Métodos
2.1 Preparo e ativacdo dos indculos: Ambiental e comercial

Foi utilizado aproximadamente 700g de arroz sem sal preparados em agua
destilada. Apos o cozimento, foi colocado em bandejas de plastico com perfuracdes no
fundo a fim de evitar o acimulo de agua, e coberto com tela fina visando proteger o
contetdo de predadores ou agdo de intempéries, como vento e chuva. O recipiente foi
colocado em mata nativa dentro das dependéncias da Universidade Federal de lavras,
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segundo os pontos (Figura 1), e a serapilheira que cobre o solo foi colocada sobre a
bandeja, de modo a aproveitar a microbiota natural do ambiente. As bandejas foram
distribuidas na mata em um raio de 20 metros, durante a primeira quinzena de agosto/2018
durante 15 dias.

Apds esse periodo, 0s microrganismos presentes no arroz de coloracdo rosada,
azulada, amarelada e alaranjada, seguiram para o processo de ativagdo, no qual foram
colocados em um recipiente de 20 litros, seguido de homogeneizagdo com 1 litro de caldo
de cana-de-agucar e agua destilada até completar o volume total de 20 litros. Por um
periodo de 20 dias, o recipiente foi armazenado fechado em local fresco e arejado, até
apresentar coloragdo alaranjada com cheiro doce agradavel. O preparo do indculo
ambiental foi realizado de acordo com o Caderno dos Microrganismos Eficientes
(COUTINHO, 2011).

Figure 1. Localizacdo dos pontos de coleta para obtencdo do in6culo ambiental realizado na
UFLA. Créditos: Batista, J. R.
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Fonte: Da pesquisa elaborada por Batista, J. R.

O in6culo comercial foi preparado de acordo com as instrucdes do fabricante.
Consistiu em uma solucéo obtida através da diluicdo do indculo concentrado em &gua e
melago de cana nas seguintes proporcdes: 10% de melago, 80% de agua e 10% do in6culo
comercial concentrado. Foi colocado parte da dgua no galdo de 20 litros, adicionou-se 0
melaco e depois de homogeneizado adicionado o in6culo concentrado, seguido da agua
para completar o volume. O galdo com o indculo foi acondicionado em local protegido
do sol durante o periodo de uma semana.
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Ambos inoculos, comercial e ambiental, foram inoculados durante o processo de
montagem do experimento, no tempo 0, de maneira homogénea com a matéria prima nas
células correspondentes. Foram adicionados 5 litros do respectivo indculo com 15 litros

de &gua, totalizando 20 litros em cada ceélula.

2.2 Formulagao de vermicomposto

O vermicomposto foi produzido no Setor de Biodiesel da UFLA em duas etapas:
compostagem para estabilizacdo do material seguido de vermicompostagem. O processo
de compostagem foi aplicado aos residuos organicos do restaurante universitario e
residuos vegetais do paisagismo do campus, sem tratamento prévio, conduzido em blocos
de alvenaria com volume de 1m3 (cada célula) (Figura 2).

Na fase de compostagem, foram utilizadas 3 tratamentos. O primeiro tratamento
foi conduzido sem inoculagdo de microrganismos (V1). O segundo foi conduzido com
inoculagdo de microrganismo ambiental - EM (V2) e o terceiro foi inoculado com
microrganismos comerciais (Korin®) (V3) preparados de acordo com as recomendacdes
do fabricante.

Figure 2. Representacdo grafica das células de alvenaria para a compostagem e

vermicompostagem, onde foram conduzidas o experimento.

Fonte: Passos, 2014.

Ap06s 90 dias, com o material ainda na fase de compostagem, no inicio da fase de
maturacdo, foi adicionado esterco de gado e minhoca vermelha da Califérnia (Eisenia
foetida) em cada célula (trés repetices por tratamento) para iniciar a fase de
vermicompostagem, permanecendo por mais 60 dias em blocos de alvenaria para

biotransformacao e plena maturacdo do vermicomposto.
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Apds a biotransformacéo dos materiais, foram coletadas 10 amostras simples, que
foram homogeneizadas, formando uma amostra composta por tratamento, e foram
encaminhadas para o Laboratdrio Plantsphere no Equador, para realizar as analises fisica,
quimica, fitohormonal, teor de aminoacidos e microbiana. Os vermicompostos no
momento da coleta das amostras, sem 0 peneiramento, apresentavam as seguintes
caracteristicas: bio-oxidacdo e temperatura — estavel; colora¢do - marrom escuro e odor:
humificado (Figura 3.).

Figure 3. Registro do vermicomposto ao final do processo de bio-oxidacdo

\

b

" Fonte: Da autora Pereira, 2018.
O restante do vermicomposto foi peneirado e embalado em sacos de microfibra,

separados de acordo com os tratamentos/inoculacdes e enviados para a area de plantio do

O. vulgare L.

2.4 Anélises fisica, quimica, fitohormonal, aminoacidos e microbiana

As analises para quantificacdo e identificacdo das caracteristicas fisica, quimica,
fitohormonal, teor de aminoacidos e microbiana das trés formulacdes de
vermicompostagem, foram realizadas de acordo com a metodologia de analise proposta
por Ogundele OM. (2013); Lictiman J. Conchello J. (2005); Valueur B. (2002) e Urzla
Hernandez, et al., (2006), adotando os seguintes protocolos: Observacéo direta (DO);
Colorimetria Citohistoquimica (CCHC); Analise de microplaca (AMP: MA, APD, NA,
KB, KA); Microscopia N/CO; Microscopia infiltrada (CMI); Microscopia de contraste de
interferéncia diferencial (DIC), também conhecida como contraste de interferéncia de
Nomarski (NIC); Reacdo Enzimética Microbiana (MER); Microscopia de Fluorescéncia
(FM).
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2.5 Experimento in vivo

Apos a formulagdo dos trés vermicompostos, o experimento foi conduzido em
campo na area experimental do setor de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), sob a coordenada geografica Lat. -21,223062 e Long. -
44,972369. A exsicata de O. vulgare L. foi depositada no herbario da ESAL/ UFLA, sob
0 registro n°. 22.156.

As mudas foram obtidas a partir de estacas apicais de plantas matrizes do Horto
de Plantas Medicinais da UFLA e enraizadas em bandejas de polipropileno expandido de
128 células. Apds 30 dias, com solo previamente analisado, as mudas foram
transplantadas para o campo, e conduzidas em delineamento experimental em blocos
casualizados, em esquema de parcela subdividida, com cinco tratamentos, trés repeticdes
e dezoito plantas por parcela, no espacamento de 0,25x 0,25 cm, em duas épocas de corte.

Os tratamentos foram compostos pela testemunha solo (T1), vermicomposto puro
(V1) (T2), vermicomposto ambiental (V2) (T3) e vermicomposto comercial (V3) (T4),
com aplicacdo de 6 L/m2, respectivamente, e fertilizante quimico - NPK (T5) que

consistiu na aplicacdo de 80 g/m2 do formulado 10-10-10.

2.6 Extracédo de 6leo essencial

As hastes das plantas foram cortadas a 5 cm do solo ap6s 95 dias de transplantio,
quando as primeiras plantas iniciaram a fase de floracdo. Ocasionalmente posterior a
colheita, obteve-se a biomassa fresca, e posterior, o0 material foi fracionado, alocado em
sacos de papel kraft e levados a estufa de circulacdo forcada de ar a 30 °C até massa
constante, obtendo assim a biomassa seca da parte aérea (g).

Para as extracdes de oOleo essencial (OE), a biomassa seca da parte aérea foi
cortada em pequenos pedacos, pesada e colocada em um baldo volumétrico de fundo
redondo de 5 L. Em seguida, foi adicionada agua deionizada ao baldo até submergir o
material vegetal, alocados sob a manta térmica e submetidos a hidrodestilag&o por 3h com
aparelho tipo Clevenger, cujo procedimento foi repetido trés vezes. Apds a extragdo, o
6leo essencial foi seco com Na?SO4 anidro e acondicionados em potes de vidro que foram

armazenados a uma temperatura inferior a 0 °C.
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2.7 Analise estatistica

Para comparar os resultados, os testes de homocedasticidade e normalidade foram
previamente realizados pelo software ASSISTAT (SILVA, 2009). Em seguida, foi
realizado a andlise de variancia dos dados, pelo teste F, utilizando o programa estatistico
(SISVAR) e aplicado o teste de médias de Scott-Knott (FERREIRA, 2011) para biomassa
seca da parte aérea e teor de 6leo essencial.

A analise da caracterizacao dos trés vermicompostos foram conduzidas por teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952), seguido do teste post hoc
de Conover (Conover & Iman, 1979), com correcdo de Hommel (Hommel, 1988). A
andlise das comparagdes maltiplas a nivel de significancia 5 e 10% foi realizada pelo
software R versdo 3.6.3. E a analise dos componentes principais (PCA) pelo software R
(R Core Team, 2019).

3 Resultados e Dicussao

3.1 Analise de parametros quimicos e fisicos

Os resultados experimentais de pH, densidade (D), condutividade elétrica (CE),
matéria organica (MO), relacdo carbono/nitrogénio (C/N), acido humico (AH), acido
falvico (AF), relacdo AH/AF, polissacarideos (P), respiracdo (R), demanda quimica de
oxigénio (DQO) e reducdo de acucar (RA), indicadores quimicos mensurados ao final do
processo de vermicompostagem para as trés formulagdes sao apresentados na Tabela 1.

A variavel pH, densidade, condutividade elétrica ndo apresentaram nenhuma
variabilidade entre as observacbes. Ja o teor de matéria organica (% de carbono),
apresentou variabilidade em todos os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis, sendo
possivel inferir que ha diferenca estatistica a 10% de significancia entre as formulagoes.
A relagdo (C/N) também apresentou variabilidade entre os niveis, porém ndo ha diferenca
significante a 10%. Portanto, pode-se considerar que 0s vermicompostos possuem niveis
estatisticamente equivalentes para esta variavel. Enquanto que para os parametros AH,
AF, AH/AF, P, R, DQO e RA, todos os tratamentos apresentaram variabilidade.
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Tabela 1 - Os resultados da analise dos parametros quimicos avaliados em cada
tratamento com trés repeti¢des (média + desvio padrdo).

Vermicomposto  Vermicomposto  Vermicomposto

Parametros (V1) Ambiental (V2)  Comercial (V3)
pH 7,10 7+0 6,7+0
Densidade 044+0 0,46+0 0,45 + 0,06
Condut. Elétrica 6,24 £ 0 7,170 5,83+0,35
Matéria Organica (%) 28,67 = 3,06 31,33+4,04 28,67 1,53
Relacdo C/N 19,11 £ 2,04 17,41 £ 2,25 18 £ 2,06
Acido Himico (AH) 11 +1,67 15,43 £ 3,01 13,43 +£1,58
Acido Fulvico (AF) 533124 7,43+0,93 9,8+249
Relacdo AH/AF 2,25+0,72 2,09 £0,45 1,41+0,27
Polissacarideos (mg) 42,33 £ 9,29 44 +1,73 45+ 6,24
Respiragdo mg g+ 540 £ 85,44 586,67 + 151,77 546,67 + 87,37
DQO mg g* 1992,67 £ 211,1 1736,67 + 650,1 2049,33 + 87,19
Reducdo de Acucar (%) 88,33 + 3,51 94,33 £ 6,03 92+721

A Tabela 2. apresenta a caracterizacdo para macro e micronutrientes. Dentre 0s
macronutrientes, apenas os teores de fosforo (P), potassio (K), nitrogénio (N) e enxofre
(S) apresentaram variabilidade em todos os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis, no
entanto, é possivel inferir que ha diferenca estatistica a 10% de significancia entre as
formulacGes de vermicompostagem para o teor de fosforo. Para os teores de célcio (Ca),
magnésio (Mg) e sodio (Na), os vermicompostos ndo apresentaram nenhuma
variabilidade nas observacdes.

Entretanto, é possivel identificar diferenca estatistica entre o vermicomposto (V1)
em relacdo ao vermicomposto ambiental (V2) e o vermicomposto comercial (V3), no
tocante aos niveis de fosforo, cujo a maior mediana de fosforo foi observada no
tratamento (V3). Dentre os micronutrientes, apenas os teores de ferro (Fe), zinco (Zn) e
cadmio (Cd) apresentaram variabilidade em todos os tratamentos pelo teste de Kruskal-
Wallis. No entanto, somente o teor de cobre (Cu) difere estatisticamente entre as
formulagGes de vermicompostagem. Para 0s outros micronutrientes ndo foi observado
variabilidade entre os tratamentos, logo nao € possivel determinar equivaléncia estatistica

para as variaveis.
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Tabela 2 - Os resultados da analise de macro e micronutrientes avaliados em cada
tratamento com trés repeti¢des (média + desvio padrdo).

Parametros

Vermicomposto Vermicomposto A Vermicomposto C

Fosforo (%)
Potéassio (%)
Célcio (%)
Magnésio (%)
Saédio (%)
Enxofre (%)

Nitrogénio Total (%)

Ferro/ppm
Cobre/ppm
Manganés/ppm
Zinco/ppm
Boro/ppm
Céadmio/ppm
Molibdénio (%)
Cobalto (%)
Silicio/ppm

2,94 +0,17
1,84 +0,34
7,3%+0
0,710
0,08+0
0,4+0,12
15+0
1,1+0
39,33 +5,51
241,33 + 33,83
166 + 0
0,11 + 0,04
0,84 + 0,62
0,2+0,17
0,1+0
11+1

2,38 +0,17
1,83 +0,41
8,80
0,88+0
09+0
025+0,1
1,8+0
1,80
37,33 +4,51
206,33 + 45,32
229+0
0,06 + 0,04
0,1+0,01
0,17 + 0,06
0,1+0
10,33 £ 2,89

2,61+0,13
1,39+ 0,15
6,53+ 0,49
0,65+0,11
0,67 +0,15
0,33+0,19
16+0,1
1,3+0,17
27,33 +5,03
257,33 + 39,53
173,67 £19,73
0,38 + 0,52
0,11+0
0,12 +0,03
0,1+0
9,83+1,89

3.2 Andlise dos parametros biolégicos

Os resultados obtidos para os teores de aminodacidos (triptofano, cisteina, tiamina,

riboflavina, piridoxina, &cido folico e acido nicotinico séo apresentados na Tabela 3. Os

aminoacidos quantificados nas formulacBes de vermicompostagem, apresentaram

variabilidade em todos os tratamentos. Porém ha diferenca significante a 5% apenas para

0 aminoacido triptofano, para as demais variaveis ndo foi evidenciado diferenca entre os

tratamentos.

Tabela 3 - Os resultados da analise de aminoacidos e fitohormonios avaliados em cada

tratamento com trés repeti¢es (media + desvio padréo). (continua)

Parametros Vermicomposto Vermicomposto A Vermicomposto C
Triptofano 1,13+£0,35 2,23+0,25 25+£04
Cisteina 1,37 +0,42 19+0,8 183+1,1
Tiamina 0,87 +£0,21 0,93+0,23 1,77 £1,34
Riboflavina 6,67 £ 3,51 8,67 £ 2,89 12,67 £6,81
Piridoxina 27 + 18,03 25,67 £ 7,77 40+ 1,73
Acido Félico 2,77 + 3,68 1,13+£0,78 0,78 + 0,38
Acido Nicotinico 1,03+£0,25 0,37 £ 0,06 0,8+£0,5
Giberilina 2,87 £1,59 1,33+0,78 1,37 £ 0,12
Auxinas 1,93+0,91 2,53+ 0,49 1,1+0,44
Citocininas 1,33+£0,55 1,73+£1,01 0,7+£0,35
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Zeatinas 0,33+0,32 1,83 +0,55 0,93+0,21
Brasinoildes 0,4+0,2 1,07 £ 0,06 1,03+ 0,64

Enquanto que as medianas obtidas para os fitohormdnios (giberilinas, auxina,
citocinina, zeatinina e brassinosterdides) podem ser observados na tabela 3. verifica-se
que os teores de fitohormonios quantificados nas formulaces de vermicompostagem,
apresentaram variabilidade em todos os tratamentos. Porém, apenas os teores de zeatinina
e auxina possuem diferenca significante a 10%, para as demais variaveis nao foi
evidenciado diferenga entre os tratamentos.

Por fim, o microbioma catalitico com a identificacdo e quantificacdo das 16
espécies de microrganismos, podem ser observados na tabela 4. Embora haja grande
diversidade da comunidade microbiana, apenas o Bacillus subtilis e o Trichoderma sp.
apresentaram diferenca estatistica significativa a 10% e 5% respectivamente, entre as
formulacGes de vermicompostagem, bem como, a comunidade microbiana total, difere

estatisticamente.

Tabela 4 - Os resultados da analise de aminoacidos e fitohormonios avaliados em cada
tratamento com trés repeti¢des (média + desvio padrdo).

Parametros Vermicomposto Vermicomposto A Vermicomposto C
Acinetobacter sp. 1,59 +0,91 2,35+1,03 1,92 +0,36
Actinomyces sp. 1,51 +0,42 1,64 £ 0,68 2,01 +0,43
Azotobacter chroococcum 0,83 0,33 15+0,48 1,76 £ 0,44
Baccilus megaterium 0,91+0,21 0,94 £ 0,28 2,16 £ 0,27
Bacillu subtilis 0,96 + 0,86 1,51 +0,67 3,12+0,14
Bradirhizobium japonicum 1,32 £ 0,66 1,92 + 0,38 1,95+ 0,96
Hipocra spp 1,3+£0,62 2,33 +1,45 164+172
Humicola sp 1,36 £ 0,81 2,26 + 1,22 2,55+0,48
Micela sterilia 1,31 +0,32 2,11 2,01 +£0,83
Nitrosomonas sp. 2,14+ 0,88 2,33 £ 0,67 1,47 + 0,67
Nitrospira sp. 155+0,5 1,95+ 0,59 19+1,13
Pseudomonas fluorescens 2,18 +1,11 2,6 £0,52 2,77 £0,93
Streptomyces sp. 2,19+0,74 2,16 £ 0,72 3,26 £ 0,94
Trichoderma hamatum 2,41 +£1,07 2,15+0,13 2,12+1,6
Trichoderma sp. 1,24 £ 0,38 1,59 £ 0,39 2,43+0,2
Thiobacillus sp. 1,33+£0,46 1,98 £1,02 2,77+ 1,05

De acordo com a IN n°® 25 de 23/07/09 (BRASIL, 2009) “a qualidade dos

fertilizantes organicos é tomada em relacdo aos valores declarados ou garantidos pelo
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fabricante para o0s pardmetros: matéria organica, carbono organico, relacdo
carbono/nitrogénio, capacidade de troca catidnica, capacidade de retencdo de agua, poder
de neutralizacdo, pH, &cidos humicos, aminoécidos, umidade, condutividade elétrica e
outros componentes garantidos ou declarados nao previstos”.

Neste sentido, todos 0s parametros caracterizados para 0s trés vermicompostos
formulados nesta pesquisa, foram comparadas as especificacfes da IN n° 61 de 08/07/20;
Art. 9 (BRASIL, 2020) (Tabela 5), que define vermicomposto como “produto resultante
da digestdo, pelas minhocas, da matéria organica proveniente de estercos, restos vegetais
e outros residuos organicos e aponta as garantias e especificagdes minimas exigidas para
0 registro deste fertilizante organico composto. Ou seja, mesmo que para alguns
pardmetros ndo tenha sido observada diferenga estatistica entre os tratamentos, as 3
formulacGes de vermicomposto estdo acima do minimo exigido por lei no que diz respeito
aos parametros quimicos, fisicos e bioldgicos.

Tabela 5 - Garantias minimas para os produtos com macronutrientes secundarios e/ou

micronutrientes para aplicacdo no solo, via foliar e hidroponia segundo a Art. 9 IN n° 61
de 08/07/20 (BRASIL, 2020) (continua)

Teor Total Minimo de Aplicacao no Solo

.............................. 0 mmmmm
Parametros INn°® Vermicomposto Vermicomposto Vermicomposto
61 ambiental comercial
Nitrogénio (N) 1 1,5 1,8 1,6
Fosforo(P205) 1 2,94 2,33 2,61
Potéassio (K20) 1 1,83 1,82 1,39
NPK 5 6,27 5,95 5,6
Célcio (Ca) 1 7,3 8,8 6,3
Magnésio (Mg) 1 0,71 0,88 0,65
Enxofre (S) 1 0,27 0,19 0,37
Ca+Mg+S 3 8,28 9,87 7,32
Cloro (CI) 0,1 - - -
Cobalto (Co) 0,005 0,1 0,1 0,1
Niquel (Ni) 0,005 <0,2 <0,2 <0,2
Molibidénio (Mo) 0,005 0,20 0,17 0,12
----- PPM----======n=n-=-
%

“"Manganés (Mn) 0,02 241,33 206,33 257,33
“"Zinco (Zn) 0,1 166 229 173,67
“Boro (B) 0,1 0,1 0,02 0,07
Ferro (Fe) 0,02 1,1 1,8 1,3

“"Cobre (Cu) 0,02 39,33 37,33 27,33
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KRK

Cadmio 0,84 0,10 0,11
(Cd)(ma/kg)
(maximo) 3
Silicio (Si) 0.05 11,00 10,33 9,83

______________________________ 0f) ——mmmmmmmmmmm oo
Carbono organico 15 28,67 31,33 28,60
Relacdo C/IN 19,11 17,41 18,00
(méaximo) 20
pH 6 7,1 7,0 6,7
Nitrogénio Total 0,5 1,5 1,8 1,6
CTC - - - -
Aminoacidos 40,83 40,9 60,35

livres 5%
“Acido himico 15% 11,3 18,3 14,8
“Acido fllvico 3% 3,8 8,2 9,3

* Quantidades minimas para ser enquadrado como biofertilizantes; ** Tolerancia de Boro (B), até
2 (duas) vezes o teor declarado; para Cobre (Cu), Manganés (Mn) e Zinco (Zn), até 3 (trés) vezes
0 teor declarado desses nutrientes; ““Limites maximos de contaminantes admitidos em
fertilizantes organicos e condicionadores de solo (SDA N° 27, 05 DE JUNHO DE 2006, Alterada
pela IN SDA n° 7, de 12/04/2016).

3.3 Dindmica do pH, densidade e condutividade elétrica

Ao final dos processos de vermicompostagem em todos os tratamentos as
proporcoes de pH estavam na faixa neutra, variando de 7,1, 7,0 e 6,7, respectivamente,
acima do valor minimo exigido pela legislacdo. E a densidade também ndo apresentou
variabilidade entre os tratamentos, com mediana de 0,45 (kg/cm3). Durante 0s processos
da vermicompostagem o0 substrato organico € fragmentado, aumentando
consideravelmente a quantidade de particulas pequenas, especialmente aquelas menores
de 5 mm, modificando a densidade aparente do material, como consequéncia da
fragmentacdo das partiluas pelo trato gastrointestinal das minhocas. Esta acdo mecénica
aumenta a relacdo superficie-volume das particulas dos agregados, aumentando assim a
atividade microbiana sobre substrato organico (Elvira et al., 1998)

A condutividade elétrica (mSLm/cm) estd associada ao conteldo de teor de
solutos dissolvido na massa de vermicompostagem bio-oxidada. As formulagdes
apresentaram variabilidade nos teores com 6,24 mSLm/cm) para V1, na V2 com 7,17
mSLm/cm) e 5,83 mSLm/cm) para a formulagéo V3.

A condutividade elétrica esta relacionada com a mineralizacdo do material
organico pelas minhocas, microrganismos e os niveis de sais sollveis (Gong et al., 2019).
Para a caracterizacdo da CE em esterco de gado vermicompostado por Balachandar et al.,

(2020) a CE apresentou média de 2,51 e 2,91 dS /m, valores menores ao encontro para
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este experimento, enquanto que Ramnarain et al., (2017) observou média de 3.71 mS/cm
e Marques et al., (2020) de 39.80 e 40.40 cmolc dm.

A reducéo do pH proximo ao ponto neutro, na faixa de 6.5 e 7.8, € relatado por
muitos pesquisadores utilizando diferentes tipos de residuos organicos e proporcoes de
esterco de gado no processo de vermicompostagem (Gong et al., 2019; Ramnarain et al.,
2017). De acordo com Pramanik et al. (2007) o efeito combinado dos ions de carga oposta
(ambnio e grupos de &cidos humicos) formados na bioxidacdo do material orgénico,
atuam na regulacéo do pH para a neutralidade.

Portanto, o pH e a condutividade elétrica se encontram dentro dos limites
agrondmicos estipulados pela IN n°® 61 de 08/07/20 (BRASIL, 2020).

3.4 Dinamica da Matéria Organica e Relacdo Carbono/Nitrogénio

Teor de matéria organica (% de carbono) e relacdo carbono/nitrogénio (C/N) sédo
variaveis altamente correlacionaveis quanto ao grau de maturagdo da vermicompostagem,
processo de mineralizag&o, contribuindo na elevacéo do teor de matéria organica do solo,
fornecimento de nutrientes, bem como, um microclima propicio para o desenvolvimento
e multiplicacdo de microrganismos na rizosfera.

Alidadi et al., (2016) avaliando a reciclagem de residuos organicos por
vermicompostagem, em diferentes formulag6es, constatou relacdo C/N nas proporcdes de
14,01, 12,93, 16,61 e 28,16. O resultado corrobora com as propor¢des encontradas para
este estudo, cuja a relacdo C/N para as trés formulacGes, com e sem inoculacdo de
microrganismos eficinetes, apresentaram variacao de 19,11 (V1), 17,41 (V2) e 18,00 (V3)
(Figura 4).

Figura 4 - Teor de matéria organica e relacdo carbono/nitrogénio, de trés formulagdes de
vermicompostagem. Legenda: vermicomposto (V1), vermicomposto A (V2) e
vermicomposto C (V3).
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Verifica-se que o (V1) apresentou maior variabilidade na % de MO, com teores
na faixa de 31% corroborando com Marques et al., (2020), que constataram 30.10 e 38.7%
de matéria orgéanica e relacdo C/N de 15/1 e 16/1, e, com Cotta et al., (2015) avaliando a
vermicompostagem de residuos vegetais + esterco, evidenciaram relacdo C/N de 16/1 e
MO de 37.8%, entretanto na pesquisa realizada por Ramnarain et al., (2017), os valores
relatados foram abaixo dos artigos supracitados, com % de MO de 18.53% e relagcdo C/N
de 13:1.

O teor de matéria organica a ser adicionado ao solo através da vermicompostagem
é um fator de grande importancia e relevancia mundial. Estima-se que a elevacdo dos
teores de matéria organica do solo reflete na restauracdo, reestruturacdo e manutencéo da
vida do solo, contribuindo na atividade do macro e meso fauna, atividade microbiana,
ciclagem de nutrientes, preservacdo e manutencdo do bioecossietema, fundamental para
alcancar sistemas agroalimentares sustentaveis e seguranca alimentar (FAO, 2020).

Como reflexo da adicdo de matéria organica, os solos apresentam melhor
estruturacdo dos agregados, elevacéo da capacidade de troca cationica (CTC) devido ao
aumento das cargas negativas na superficie dos coloides e maior efeito tampéo, reducéo
da densidade aparente, aumento da disponibilidade de fosforo, bem como no
fornecimento de enxofre (CARON et al., 2015). Além disso, a reestruturacdo reflete em
maior porosidade, que influi em boa aeracdo, oxigenacao, retencdo de agua no solo,
menor compactagdo, e, consequentemente, menor taxa de erosdo e escoamento
superficial.

A relacdo C/N abaixo de 20, a mesma tem sido utilizada como indicador de
maturidade de compostos e vermicompostos (Marques et al. 2020). No entanto, no que
tange a nutricdo mineral no cultivo agricola, a relacdo C/N se correlaciona a época/tempo
de fornecimento de nutrientes para a solucdo do solo, atraves do processo de
mineralizacdo, que é a transformagdo do nutriente na fase organica, para a fase mineral,
de forma que o mesmo esteja prontamente assimilavel pelo sistema radicular das culturas.

Neste sentido, quando a relacdo C/N esta acima de 20 - 25:1, 0s microrganismos
presentes no solo, tendem a imobilizar as moléculas de N para decompor as moléculas de
C, e este nutriente fica indisponivel temporariamente para as plantas, o que pode afetar o
crescimento e acarretar em estresse abidtico das culturas de interesse. Do contrério,
quando a relagdo esta abaixo de 20 - 25:1, o processo de decomposicao e mineraliza¢do
é mais acelerado, e 0s nutrientes, se ndo absorvidos ou adsorvidos, podem ser facilmente

lixiviados para camadas mais profundas do perfil do solo, de forma que as espécies
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vegetais com sistemas radiculares fasciculados, menos desenvolvidos, ndo os absorva,
culminando em deficiéncia nutricional.

Segundo Ndegwa et al., (2000) a relacdo C/N ideal para vermicompostagem é de
25/1, embora possa ser considerada adequada entre 20/1 e 25/1 (LOURENCO, 2010), a
IN n° 61 de 08/07/20 (BRASIL, 2020) recomenda que a relacdo C/N deve ser no maximo
20, corroborando com os resultados encontrados nesta pesquisa para as formulacgdes de
vermicompostagem.

De acordo com Atiyeh et al., (2001), quando a humificacdo do vermicomposto é
acelerada, tal fator reflete em menor relacdo C/N que é inversamente proporcional a
elevacdo de nutrientes minerais (P, K e N) devido a mineralizagcdo da MO pelas minhocas.
De modo geral, os teores da relacdo C/N estdo dentro do limite maximo exigido para
fertilizante organico composto classe A (Brasil 2020), apontando que este fertilizante em

estudo, pode ser passivel de comercializacao.

3.5 Dindmica do &cido humico, &cido fulvico e relagéo acido humico e falvico

O material organico bio-oxidado através das minhocas e da acdo dos
microrganismos, formam as substdncias hudmicas, que sdo compostos organicos
condensados que diferem dos biopolimeros por sua estrutura macromolecular e elevada
persisténcia no solo (Fischer, 2017). As substancias hdmicas contém uma parte
hidrofilica, os acidos fulvicos, e outra— hidrofdbica, o acido humico (AH) (Drosos, 2017),
agregados organizados em compostos organicos de baixo (AF) e alto (AH) peso
molecular (Kawahigashi, 2005).

Mesmo néo sendo observado diferenca estatistica significativa para os parametros
AH e AF (Figura 5), observa-se variabilidade entre os tratamentos, entretanto, para a
relacdo AH/AF verifica-se diferenca estatistica significante a p <0.006. Sendo assim, é
possivel inferir que o vermicomposto A (V2) embora apresente maior variabilidade para
acido hdmico, a relagcdo AH/AF ndo diferiu do vermicomposto (V1). J& para o
vermicomposto C (V3), verifica-se maior variabilidade para o acido falvico, porém
quanto a relacdo AH/AF o mesmo encontra-se com relacdo abaixo dos demais
tratamentos.

A inoculagédo de microrganismo ambiental ao vermicomposto A (V2) contribuiu
para a maior mediana de &cido hdmico, com 15.43%, em relacdo aos demais

vermicompostos com 11 e 13 %, V1 e V3 respectivamente. De acordo com Dominguez
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e Edwards, (2004) o processo de humificacdo do material organico ocorre pela
fragmentacdo e reducdo do tamanho da particula e elevacdo da atividade microbiana
dentro do intestino, facilitando a humificagdo da matéria organica pelo muco da minhoca.

Sabe-se que a atuacdo das minhocas ocorre em simbiose aos microrganismos
presentes na massa a ser bio-oxidada, neste sentido, a inoculacdo pode ter contribuido

para a elevacédo da atividade dos microrganismos sobre a massa a ser vermicompostada.

Figura 5 - Dindmica do acido humico (AH), acido fulvico (AF) e relacdo AH/HF de trés
formulagcbes de vermicompostagem. Legenda: vermicomposto (V1),
vermicomposto A (V2) e vermicomposto C (V3).
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Corroborando com este estudo, Hervas et al., (1989) avaliando seis formulacGes
de vermicompostagem encontraram teores de substancias humicas variando de 3.6% em
residuos solidos municipais a 17.2% com estrume de vaca, Cotta et al., (2015)
encontraram valores abaixo ao relatado nesta pesquisa com 6%. Os teores de substancias
himicas em vermicompostos tem sido associado aos efeitos benéficos no cultivo de
plantas, quanto ao alongamento e formacdo de raizes laterais, melhoria da estrutura
microbiana do solo e auxiliam na nodulacdo de raizes, bem como na colonizacao
micorrizica (Maji et al., 2017). Estudos comparando a aplicacdo da vermicompostagem e
a mesma quantidade de acido humico e fulvico de forma isolada, verificaram efeitos

igualados entre vermicompostagem e o produto especifico isolado (levinsh et al., 2017).
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O &cido humico e fulvico sdo moléculas importantes que podem influenciar direta
ou indiretamente no metabolismo das plantas, transporte de ions, na atividade respiratoria,
contetdo de clorofila, sintese de &cidos nucleicos e a atividade de varias enzimas e etapas
da fisiologia vegetal, como nas mudancas da via bioquimica do metabolismo primario e
secundario Canellas et al., 2014; Kwiatkowska-Malina, 2018; Nardi etal., 2017).

Além disso, em estudo de revisdo realizado por Pereira et al., (2019) apontam
quem as substancias humicas desempenham acgdo indireta sobre a quimica e dindmica
microbiana da rizosfera (Canellas e Olivares, 2014), alterando a interacdo solo-planta-
microbiota (Canellas e Olivares, 2017) em relacdo a assimilacdo de macro e micro
nutrientes em fun¢do do aumento da permeabilidade da membrana plasmatica pela agdo
das substancias humicas (Da Silva et al., 2014).

Outro fator de grande relevancia, € que muitas pesquisas com vermicompostagem
sdo realizadas para o isolamento das moléculas de acido humico e fulvico, para a
comercializacdo como bioestimulante, na elicitacdo de espécies vegetais, ao invés da
potencializagdo produtiva deste fertilizante organico, que além reciclar os residuos

solidos, pode retornar ao solo, estimulando a producéo vegetal de diversas espécies.

3.6 Dinamica dos polissacarideos, respiracdo, demanda bioquimica de oxigénio
(DQO) e reducao de acucar

A taxa de respiracdo, de reducdo do agucar e a demanda bioquimica de oxigénio,
(Figura 6), estdo relacionadas com a atividade microbiana na decomposi¢éo do material
organico, e influencia no tempo gasto para a maturacao final do produto, bem como a sua
estabilizagdo (Aira e Dominguez, 2010). Existe uma relagdo entre a taxa de respiragéo
na humificacdo e transformacg&do do nitrogénio, indicando alta atividade de nitrificacdo e
desnitrificacdo, bem como a DQO se correlaciona a reducgéo de agucar, gerando energia
para que 0s microrganismos transformem o material organico (Cotta et al., 2015; Hait e
Tare, 2011). A taxa de respiragéo dos vermicompostos ao final da maturagdo variaram de
540 mg g a 586 mg g, a menor variabilidade na demanda bioquimica de oxigénio foi
observada para o vermicomposto A, com 1736,66 mg g e maior variabilidade para o
vermicomposto C 2048,33 mg g

A concentracdo de DQO também é um parametro para avaliar a maturagdo do
produto final, porém ndo se correlaciona apenas a estabilizacdo do processo da
vermicompostagem, pois a demanda bioquimica de oxigénio (DQO) também ¢é utilizada
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para estimar a carga massica degradavel que pode ser convertida em biogas (Gasch et al.,

2013). A producdo e biogas através do reaproveitamento de residuos sélidos, de origem

alimentar, industrial e agropecuéaria, com foco na producdo de energias sustentaveis

renovaveis, tem ganhado grande destaque nos ultimos anos a nivel mundial.

Figura 6 - Dindmica dos polissacarideos, respiracdo, demanda quimica de oxigénio
(DQO) e reducéo de acucar de trés formulagGes de vermicompostagem. Legenda:
vermicomposto (V1), vermicomposto A (V2) e vermicomposto C (V3).
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Fonte: Da autora (2020)
3.7 Dindmica de macro e micronutrientes

O potencial de liberacdo de nutrientes ao solo através da adi¢do de residuos
organicos, sejam como condicionadores de solo ou fertilizantes organicos, para a
recuperacao de solos degradados ou para a nutri¢ao vegetal, € uma promissora tecnologia
social, de baixo custo e vidvel aos agricultores familiares (Pereira et al., 2021). Dentre 0s
macronutrientes o teor de fdosforo apresentou tendéncia de aumento e foi observado
diferenca estatistica a p < 0.05 (Figura 7). O vermicomposto (V1) apresentou maior
variabilidade no teor de fosforo quando comparado as formulagdes (V2) e (V3), com

mediana de 3%, seguido de V3 e V2, com 2.6 e 2.3 % respectivamente.
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Em funcdo da atividade da enzima fosfatase no trato gastrointestinal das
minhocas, pode ocorrer o aumento do teor de fésforo em virtude da mineralizagdo pelas
bactérias e enzimas presentes no processo de bio-oxidacdo e maturacdo (Raphael e
Velmourougane, 2011). No presente trabalho, a reducgéo no teor de fésforo observada para
os tratamentos com adicdo de microrganismos ambientais (V2) e microrganismo
comercial (V3), se deve ao fato de que, com a elevacdo da comunidade microbiana, a
massa organica, refletiu em imobilizagdo do P, e maior consumo de energia para a
decomposicéo do carbono.

Ao contrario do que se imagina, 0S microrganismos nao consomem apenas 0
nitrogénio para realizar a humificacdo do material orgénico, estudos retratam que a
relagdo carbono/fosforo, influencia no processo de mineralizagdo do P (Maluf et al., 2015)
e que ao utilizarem o P no metabolismo microbiano pode ocorrer a imobilizacdo em
detrimento da mineralizacdo dos ions ortofosfato, ambos processos ocorrem de forma
simulténea, e influenciam na maior ou menor liberagdo de fosforo (Rosseto e Tsai).
Figura 7 — Dinamica do teor de fosforo (%) para as trés formulagdes de

vermicompostagem. Legenda: vermicomposto (V1), vermicomposto A (V2) e

vermicomposto C (V3).
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No entanto para 0s demais macronutrientes, mesmo que ndo tenha sido possivel
constatar diferenca estatistica entre as formulagdes de vermicompostagem, todos os
tratamentos apresentaram teores de nutrientes acima da exigéncia minima descrita pela
legislacdo brasileira na IN n° 61 de 08/07/20 (BRASIL, 2020) (Tabela 6.). Os teores de

potéssio e nitrogénio, embora ndo tenham diferido nos tratamentos, apresentaram teores
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em média de 1,68 % e 1,6%. Enquanto que os teores de calcio foram em média 7,54%,
magnésio de 0,75%, sddio 0,5% e enxofre 0,3%.

Dentre 0s micronutrientes apenas os teores de cobre, ferro, zinco e cadmio
apresentaram variabilidade em todos os tratamentos. Os outros micronutrientes nédo
apresentam variabilidade, independente da formulacdo de vermicompostagem. Para 0s
teores de manganés, o tratamento (\V3) apresenta maior variabilidade. J& para o silicio e
molibdénio, a maior variabilidade é observada para o (V2), e, para o cobre € possivel
inferir que ha diferenca estatistica entre os tratamentos, onde (V3) apresenta 0s menores
teores em comparacédo a (V1) com maior concentracdo (Figura 8).

Figura 8 - Dindmica do teor de cobre (ppm), manganés (ppm), silicio (ppm) e molibdénio
(%) para as trés formulagbes de vermicompostagem. Legenda: vermicomposto (V1),

vermicomposto A (V2) e vermicomposto C (V3).
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Sabe-se que a aplicacdo de vermicompostagem ao solo pode resultar em efeitos
sobre a nutricdo mineral, fitotoxidade e fornecimento de elementos minerais as espécies
cultivadas de forma lenta e gradual, que resulta na protecdo dos nutrientes quanto a
lixiviacdo e ou percolacdo. E mesmo que alguns metais sejam imobilizados pela acdo dos
microrganismos, a remobilizacdo dos elementos pode ocorrer devido a alteracdo do
potencial redox do solo, pH e presenca de substancia humicas que influenciam na
fertilidade dos solos (Levinsh, 2020). De modo em geral, resultados similares quanto a
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caracterizacdo de macro e micronutrientes, com uso de diferentes residuos organicos
corroboram com esta pesquisa (Marques et al. 2020; Usmani et al., 2019; Fernandez-
Gomez et al., 2012).

A fertilidade é geralmente avaliada pela analise dos macros e micronutrientes,
relacdo C/N e da capacidade de troca cationica (CTC) (Kiehl, 1985). Cuja as cargas
negativas, responsaveis pelo aumento da CTC, estdo presentes nos grupos funcionais
carboxilicos (-COOH), fendlicos (-OH), alcoois (-OH) e metoxilicos (-OCH3) dos acidos
organicos presentes nas substancias himicas, teor de matéria organica e dependem do pH
do meio (Abreu Jr. et al., 2001).

Portanto, embora as trés formulagcdes apresentem Otima caracteristica quimica e
possam ser aplicado na forma de condicionador de solo ou fertilizante organico composto,
conforme a legislacdo brasileira, a exclusiva mensuracdo elementar dos nutrientes
presentes nas formulacdes de vermicompostagem (Figura 8), ndo sao fatores isolados que
irdo refletir ou convergir em maior ou menor liberacdo para a solucdo do solo, e
consequentemente, absorcao, imobilizacdo ou lixiviacdo destes elementos, pelo contrério,
deve ser analisada em conjunto, observando outros parametros que estdo diretamente
correlacionados a fertilidade do solo, como a presenca microorganismos, fitohormonios,
substancias himicas, dentre outros.

3.8 Dinamica dos teores de aminoéacidos

Os aminoacidos quantificados nas formulagbes de vermicompostagem,
apresentaram variabilidade em todos os tratamentos (Figura 9.). Verifica-se maior
variabilidade de triptofano (ppm) nas formulagdes V2 e V3, com diferenga estatistica a
<0.05. Para cisteina as medianas do V3 concentraram-se no terceiro quartil com
variabilidade similar ao V2.

Para tiamina (ppm), riboflavina (ppm) e piridoxina (ppm) o V3 apresenta maior
variabilidade em relacdo as demais formulagdes. Para o acido folico embora V1
demonstre maior variabilidade, a mediana entre os tratamentos foi similar. J& para o teor
de acido nicotinico (ppm), o (V1) teve a maior variabilidade, acima de 0.8 ppm e V2 a
menor, com teores abaixo de 0.4 (ppm). Vaérias sdo as hipo6teses quanto aos efeitos dos
aminoacidos no desenvolvimento das plantas. Castro e Carvalho, (2014) citam que as
principais funcdes seriam: a sintese de proteinas; atuar como composto intermediarios
dos homonios vegetais enddgenos; e, efeito complexante em nutrientes e outros

agroquimicos.
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Embora seja dificil isolar o efeio dos aminoacidos quando 0s mesmos estdo
presentes em formulagGes que contém macro e micronutrientes, dentre outras substancias,
bem como, sdo escassos o0s trabalhos cientificos que elucidem e quantificam seus teores
no vermicomposto. Entretanto, Castro e Carvalho, (2014), ressaltam que 0os aminoacidos
podem agir em processos morfofisiologicos do vegetal como precursores de hormoénios
enddgenos ou enzimas, como o triptofano que é conhecido como precursos do éacido
indolilacético e auxina. E que estudos sob condi¢fes tropicais quanto a influencia dos
aminoacisos no desenvolvimento vegetal, se faz necessario.

Figura 9 - Dinamica dos teores de aminoacidos (ppm) para as trés formulacdes de
vermicompostagem. Legenda: vermicomposto (V1), vermicomposto A (V2) e
vermicomposto C (V3).
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3.9 Dinamica para os teores de fitohormonios

Apenas 0s teores de zeatinina (ppm) e auxina (ppm) possuem diferenca
significante (Figura 10). De modo em geral o vermicomposto A (V2) a qual foi inoculado
microrganismos eficientes da mata ciliar, apresentou os maiores teores de auxina e
zeatinina. Para o vermicomposto (V1) verifica-se maior variabilidade no teor de auxina
em relagcdo ao vermicomposto C (V2) com inoculagdo comercial de microrganismos.
Enquanto que para a zeatinina (ppm) o formulado (\V3) possui maiores teores que o (V1).
Figura 10 - Dindmica dos teores de fitohormoénios (ppm) para as trés formulacdes de
vermicompostagem. Legenda: vermicomposto (V1), vermicomposto A (V2) e

vermicomposto C (V3).
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Independente de ndo haver diferenca estatistica entre as trés formulacbes de
vermicompostagem para este parametro, a quantificacdo e caracterizacdo dos
fitohorménios é de grande importancia para comprenssdo da influécnia que o
vermicomposto pode exercer na promocdo do crescimento de plantas. Os fitohormdnios
sdo responsaveis por inferir em diversas fungdes fisioldgiocas e vitais das plantas, e em
diversos estudos sdo citados, porém sdo escassos 0s estudos que quantificaram a
identificacdo e andlise dos grupos de hormdnios presentes na vermicompostostagem.

Os teores de citocinina (ppm), giberilina (ppm) e brassinosteroides (ppm) tiveram
grande variabilidade entre as formulagdes, evidenciando que para brassinosterdides o
(V1) apresenta menor variabilidade, abaixo de 0.6 (ppm) comparado a V2 e V3. No
entanto a maior variabilidade de giberilina (ppm) é observada para o V1, com teores
acimade 2.0 (ppm) e para 0s teores de citocinina, V3 possui a menor variabidalide, abaixo
de 1.0 (ppm).

Zhang et al., (2015) analisando o teor de fitohormdnios por duas técnicas de
extracdo em vermicompostagem de residuos organicos, como vegetais, cascas de frutas e
aguapés, com as espécies de minhoca Perionyx excavatus e Eisenia foetida, com pH 7.4,
0.39 S m*? de condutividade elétrica, total de carbono e nitrogénio de 24.72% e 1.50%,
com relagdo C/N de 11:1, identificaram os seguintes grupos de fitohormdnios: Auxina:
4cido indolbutirico 0.72% e indolacético 0.09% e &cido naftoxiacético 1.02%; Acido
abscisico  0.53%;Citocinina: ~ N°benzyladenine  0.21%,  Zeatinina  2.07%,
Isopentenyladenosine 0.65%. Os teores encontrados para a zeatinina corroboram com o0s
identificados neste estudo para as trés formulacfes (V1, V2 e V3), porém os demais
fitohormonios estdo acima das porcentagens identificadas por Zhang et al., (2015).

Adeyemi et al., (2015) avaliando trés lixiviados de vermicompostagem
identificaram entre 0.55 — 0.77 ppmol/ml de &cido indol-3-acético, um total de 18 tipos
de giberilinas consistindo em formas biologicamente ativas e precursores biossintéticos,
alem de teores de brassinosterdides de 1 — 5 fg/ml. Os fitohormonios impactam no
metabolismo das plantas atuando como regulador de crescimento e papel vital da
estimulagdo de mecanismo de resposta da planta a estresse bidtico e abidticos
(Egamberdieva et al., 2017).

A modulacdo dos niveis de fitohormonios pode ser associado a reguladores
microbianos (Shahzad et al., 2016) que sdo responsaveis pela sintese de compostos

biologicamente ativos como 0s grupos de hormdnios vegetais auxina, citocinina,
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giberilinas, zeatinina, , brassinosterdides, dentre outros, que desempenham papel no
crescimento, nutricdo e desenvolvimento das plantas (Egamberdieva et al., 2017)

Em diversos estudos realizados com isolados bacterianos, os pesquisadores
observaram que o Bacillus, Azospirillum e Pseudomonas, produziram citocinina e que
estimularam o desenvolvimento das raizes das plantas (Naz et al. 2009), espécies
como Bacillus  pumilus, Bacillus licheniformis,  Acetobacter sp., Bacillus sp.,
Azospirillium sp. foram encontrados entre cepas produtoras de giberelina (Bottini et al.,
2004), e que espécies de actinobacterias, actinomicetos e Streptomyces produzem
giberilinas (Shutsrirung et al., 2013; Vijayabharathi et al., 2016).

Estudos também verificaram que o Enterobacter foi capaz de produzir auxina e
melhorar o crescimento do milho em solo contaminado com Cd (Ahmad et al., 2016 ),
bem como espécies de Azozpirillum podem liberar zeatinina (citocinina), fitohorménios
responsavel pela expressao de genes na senescéncia de tecidos e 6rgdos, inibindo efeito
fisioldgico degenerativo e aumento na longevidade celular (Santos et al., 2017)) por estar
envolvido naregulagdo da biossintese de 6xido nitrico que esté relacionado a senescéncia
e defesa das plantas (Ni Tun et al., 2008).

Enquanto que os brassinosterdides atuam na resisténcia ao estresse, diferenciacdo
do xilema, atividade antioxidante, alongamento das raizes, expansao celular, na eficiéncia
do fotossistema Il e trocas gasosas (LIMA e LOBATO, 2017; WEI e LI, 2016, Wu et al.,
2018). Pesquisas apontam que existe interacdo entre brassinosterdides e auxinas, na
modulacdo e expressdo de genes envolvidos nos mesmos processos fisioldgicos
(Nemhauser et al., 2004). No entanto, dentre os principais hormoénios constituintes dos
bioestimulantes comerciais estdo as auxinas, giberelinas e citocininas (Vasconcelos,
2016).

De modo geral a auxina atua na promocdo do crescimento, desenvolvimento e
divisdo celular (Asgher et al., 2015), ja a citocinina estd envolvida na manutencao,
diferenciacdo celular e prevencdo da senescéncia, importantes na reducdo dos efeitos
ocasionados pelo estresse abidticos (Hu et al., 2013). Enquanto que a giberilina tem papel
vital no crescimento lateral de raizes, aumento da absorcéo de agua pela planta e reducéo
da resisténcia estomética sob condi¢des de salinidade (Ahmad, 2010).

Neste sentido, mediante os varios estudos, observa-se uma correlacdo entre a
quantificacdo de fitohormdnios e alguns géneros de microrganismos (anexo 1), e que 0s

fitohormonios caracterizados nos vermicompostos (V1, V2 e V3) podem contribuir na
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promocdo do crescimento de espécies vegetais, aléem de desempenharem um papel

importante na mitigacdo dos estresses abidticos que possam ocorrer.

3.10 Caracterizacédo do Microbioma

A diversidade de microrganismos totais (log CFU g ) quantificados nas trés
formulacdes de vermicomposto, através do biograma catalitico, expressa o potencial da
tecnologia social vermicompostagem, no reaproveitamento de residuos solidos (Tabela
4). Foram identificadas 16 espécies de microrganismos, entre fungos e bactérias, que
atuam na restauracdo e melhoria das caracteristicas fisica e quimica do solo,
potencializam a comunidade microbiana na rizosfera, promovem 0 crescimento de
plantas, atuam na supressdo de microrganismos fitopatégenos (Ceritoglu et al., 2018;
Sulaiman e Mohamad, 2020), dentre outras caracteristicas de extrema importancia para o
avanco da agricultura sustentavel.

Para o grupo identificado e quantificado, apenas a populacdo bacteriana de

Bacillus subtilis (Log CFU g ™) e do fungo do género Trichoderma sp. (log CFU g ?)
apresentaram diferenca estatistica significativa a p < 0.06 (Figura 11). O vermicomposto
(\V3) apresentou maior variabilidade na populacdo de Bacillus e Trichoderma sp. que as
demais formulagbes. O vermicomposto A (V2) possui populacdo intermediéria para
ambos, enquanto que o vermicomposto (V1) apresenta a menor variabilidade.
Figura 11 - Caracterizacdo e quantificacdo da comunidade bacteriana de Bacillus subtilis
log CFU g ) e fungo Trichoderma sp. (log CFU g 1) nas trés formulacbes de
vermicompostagem. Legenda: vermicomposto (V1), vermicomposto A (V2) e
vermicomposto C (V3).
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Fonte: Da autora

Os resultados apontam que a inoculacdo de microrganismos eficientes coletados

na mata ciliar e de inoculante comercial, para as formulac¢des de vermicomposto V2 e V3,
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em comparacdo ao processo de vermicompostagem sem inoculacdo (V1), promoveu o
aumento da comunidade microbiana total, constatando populacdo de 24.12, 31.31 e
35.81log CFU g-1, para (V1), (V2) e (V3), respectivamente.

De acordo com Dominguez et al., (2010) o ambiente intestinal das minhocas
influencia no aumento da diversidade microbiana do vermicomposto. Em pesquisas
realizadas por Fernandez-Gomez et al., (2015) analisando a comunidade bacteriana
presentes nos diferentes vermicompostos em estudo, puderam identificar diversos taxons,
que, em comparacdo aos identificados para esta pesquisa, destaca-se 0S géneros
Acinetobacter sp., Actinomyces sp., Pseudomonas sp. e Streptomyces sp..

A comunidade microbiana do intestino das minhocas é potencialmente ativa e
pode digerir uma ampla variedade de materiais organicos e polissacarideos, incluindo
celulose, acucares, quitina, lignina e amido (Vivas et al. 2009). Além disso, abriga
diversos microrganismos decompositores e fixadores de nutrientes que sdo excretados em
forma de caprolitos, junto com diversos nutrientes e microrganismos, como 0s
Nitrobacter, Azotobacter, Rhizobium, solubilizadores de fosfato e actinomicetos
(Suhane 2007).

Os géneros identificados na caracterizacdo microbioana, podem apresentar
diferentes fungdes e contribuirem de diversas formas para a melhoria da qualidade do
solo, no crescimento de plantas e na supressao de fitopatogenos (Ceritoglu et al., 2018;
Sulaiman e Mohamad, 2020). Embora somente a comunidade bacteriana de Bacillus e
fungos Trichoderma tenham apresentado diferenca estatistica em relacdo as formulagdes
de vermicomposto (Tabela 4), para todos os tratamentos é constatado grande riqueza
microbiana nas formulag6es. Corroborando com esse estudo, Pathma e Sakthivel (2013)
relataram diferentes cepas de bactérias no vermicomposto, com potente capacidade
antagbnica e biofertilizante, pertencentes a diferentes géneros, como Acinetobacter,
Arthrobacter, Bacillus, Enterobacter, Microbacterium, Paenibacillus, Pseudomonas,
Rheinheimera, Rhodococcus e Stenotrophomonas do vermicomposto produzido por
Eisenia foetida.

Dentre os 16 géneros identificados, a actinobacterias Streptomyces spp. é relatada
por estar envolvida na bioestabilizacdo de diferentes materiais organicos quando
processados por E. fétida, bem como no biocontrole de patdgenos de solo (Fernandez-
Gomez et al., (2015). Farh et al., (2017) constataram que os géneros de Bacillus subtilis,
e Pseudomonas fluorescens, contribuem no crescimento e desenvolvimento das plantas

através da producdo de quelatos de ferro, que é um mineral importante na sintese de


https://springerplus.springeropen.com/articles/10.1186/2193-1801-1-26#ref-CR286
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clorofila, mantendo a estrutura e funcéo do cloroplasto, para o funcionamento de varias
enzimas, como 0s citocromos no transporte de elétrons e atividade fotossintética.

As bactérias Azospirillum sp., Bradyrhizobium sp. e Azotobacter chrooccocum
auxiliam na captacéo e assimilacdo de NHs e NOs e produzem enzimas nitrogenases,
refletindo na fixacdo e fornecimento de nitrogénio para as espécies vegetais (Misra et al.
2017. Outros géneros de bactérias de vida livre fixadores de N2 como a Nitrospira sp. e
Nitrossomonas sp. também sdo extremamente importantes para o ciclo do nitrogénio,
atuando nos processos de amonificacdo e nitrificacao.

Os fungos filamentosos Humicola sp. e Hipocra sp. do género Trichoderma
contribuem na decomposicéo da matéria organica e atividade enzimatica na formacéao das
substancias hamicas. Além disso, os fungos do género Trichoderma sp. e as bactérias
Enterobacter sp. sdo capazes de solubilizar fosfatos, produzindo acidos organicos que
diminuem o pH ou quelam os ions minerais, liberando P, pela secrecdo de fosfatases e
fitases (Misra et al. 2017; Gupta et al. 2011).

O género Trichoderma sp. tém sido relatado em estudos quanto a sua capacidade
de supressdo de nematoides e doencas fitopatogénicas de solo. Bem como o Bacillus
subtilis é antagbnico aos nematdides e aumenta o crescimento das plantas (Wei et al.
2014). O género Rhizobium, Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas também sdo relatados
quanto a melhoria dos processos de osmorregulacdo na resisténcia e tolerancia a seca e a
salinidade.

Além disso, segundo Pathma e Sakthivel (2013) cerca de 49% de bactérias
isoladas do vermicomposto de E. foetida, com grande maioria pertencentes ao género
Pseudomonas e Bacillus apresentam forte potencial antagonista a fungos fitopatogénicos,
como Bipolaris oryzae, Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata,
Cylindrocladium floridanum, C. scoparium, Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseolina. Segundo Khan et al. (2017), o Bacillus megaterium alivia o estresse de niquel
(Ni) pela atividade enzimatica antioxidante aumentada da ascorbato peroxidase, catalase,
peroxidase, superoxido dismutase, aumento da producéo de flavondides, fenois e prolina.

Sendo assim, é consenso por muitos pesquisadores, que a vermicompostagem é
rica em comunidade de microrganismos benéficos ao crescimento das plantas, por
contribuir ndo somente com a nutri¢cdo mineral atraves da solubilizac&o de fosfato mineral
e fixacdo de nitrogénio, como também pelo aumento da atividade microbiana no solo,
secrecdo de fitohorménios, producdo de enzimas e sideroforos, influenciando na

resisténcia sistémica a fitopatdgenos, estresse abiotico e bidtico (Pereira et al., 2019).
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Por conseguinte, pesquisas com foco na compreensao da diversidade microbiana
de fertilizantes organicos como 0s vermicompostos, serdo pré-requisitos no futuro para
melhor compreender a influencia no metabolismo primario e secundarios das plantas, sua
influéncia no crescimento e desenvolvimento, bem como a interacdo vermicompostagem
— solo — planta, na recuperacédo e restauracdo de solos degradados para o avango dos
sistemas agroalimentares sustentaveis na producdo de alimentos e soberania alimentar
pelos paises (FAO, 2020).

3.11 Influéncia da aplicacdo dos vermicompostos na producao de Origanum vulgare
L.

A aplicagdo dos manejos nutricionais (vermicomposto e NPK) e a época de corte
apresentaram interacdo significativa a p <0.01 (Tabela 6). Para todos os tratamentos
aplicados em campo, verifica-se que o segundo corte apresentou maior producdo de
biomassa seca da parte aérea (g/m2) e teor (%) de 6leo essencial (OE). O Orégano é
considerado uma planta perene em consequéncia deste fator, espera-se maior

produtividade no segundo corte em relacdo ao primeiro.

Tabela 6. Producéo de fitomassa seca (g/m?) (FS) da parte aérea e teor de 6leo essencial
(%) influenciados pela aplicagdo de vermicompostagem em comparagdo com as

testemunhas (solo e NPK), em duas épocas de corte.

Fitomassa seca Teor de Oleo Essencial

Tratamentos ~ —meeeeeeee g --------- - %
1 corte 2 corte 1 corte 2 corte
Solo (T1) 26.66 aA 14750 aB 0.208 aA 0.278 aB
Vermicomposto (T2) 35.00 aA 192.00 bB 0.375 cA 0.270 aB
Vermicomposto A (T3) 43.00 aA 232.50 cB 0.228 aA 0.425 bB
Vermicomposto C (T4) 33,00 aA 261.66 dB 0.327 bA 0.303 aB
NPK (T5) 71.66 bA 253.33 dB 0.508 dA 0.360 bB

Tratamentos seguidos de letras iguais, sendo mindsculas na coluna e maidsculas na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de médias Scoot-Knoot a p < 0.01%.

No entanto, o fator de relevancia para este estudo € a influéncia do vermicomposto
na producéo de oregano quanto aaplicacao de trés formulagdes de vermicompostagem em
comparacéo as testemunhas (solo e fertilizante quimico), em duas épocas de corte.

Neste sentido, observa-se que no primeiro corte 0 maior teor de biomassa seca da
parte aérea foi observado para a testemunha (NPK), ja o teor de OE, maiores porcentagens
podem ser observadas para a aplicacdo de NPK (T5), seguido de vermicomposto (T2) e

vermicomposto C (T4), com 0.50, 0.37 e 0.32%, respectivamente. Porém para o segundo
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corte 0 maior teor de OE foi verificado na aplicacdo de vermicomposto A (T3) e NPK
(T5), com 0.42 e 0.36% respectivamente. Constatando, que 0 vermicomposto com
inoculacdo de microrganismos eficientes ambientais, pode ser aplicado em substitui¢cdo
ao NPK, na producéo de Origanum vulgare L.

Para o primeiro corte a maior producdo de biomassa seca e teor de 6leo essencial
para aplicacdo de NPK (T5) se deve ao fato de que fertilizantes quimicos sintéticos sao
altamente sollveis e liberam com maior rapidez nutrientes para a solu¢do do solo, de
forma que a cultura do orégano foi responsiva ao incremento nutricional, refletindo em
maiores porcentagens. No entanto, para o segundo corte, 0 maior teor de OE (%)
constatado para aplicacdo do vermicomposto com inoculagdo de microrganismos
coletados na mata (3), se deve ao fato que os fertilizantes organicos tém como
caracteristica a liberacdo lenta e gradual dos nutrientes para a solugédo do solo.

Além disso, o vermicomposto A atua ndo s6 como fertilizante, mas como um
condicionar de solo, ao incrementar o teor de matéria organica, fornecendo substancias
hdmicas, aminoéacidos, fitohormonios, bem como favoreceu a atividade microbioldgica
do solo, pela elevada comunidade presente em sua formulacdo, que pode ser atribuido a
inoculacdo com microrganismos eficientes da mata nativa local, de mesma regido
edafoclimatica, a qual o O. vulgare foi cultivado em campo.

Sendo assim, as diferencas entre o primeiro e o segundo corte do O. vulgare
(Tabela), pode ser explicado pela caracteristica do manejo nutricional, ou seja, 0 NPK
(T5) quando aplicado Unico e exclusivamente ao solo, esteve prontamente disponivel,
sendo que parte foi absorvida e outra pode ter sido lixiviada. Enquanto que o
vermicomposto A (T3) forneceu ndo apenas macro e micronutrientes para as plantas,
como 0 incremento no teor de matéria organica do solo, possibilitou a adsor¢do dos
nutrientes mineralizados, o que resulta em menores perdas por lixiviacdo, bem como, a
liberacéo lenta e gradual de nutrientes, favoreceu o incremento de biomassa e teor de dleo
essencial.

Para além do efeito nutricional atribuido ao fornecimento de macro e
micronutrientes, estudos apontam que a aplicacdo de insumos ao solo ricos em
fitohormonios, substancias humicas e microorganismos, desempenham papel de
bioestimulantes vegetais, e influenciam diretamente no desenvolvimento vegetal. Sendo
que em plantas medicinais, é possivel verificar alteracGes na producao de 6leo essencial

e perfil fitoquimico das espécies (Pereira et al., 2019).
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Portanto, o fertilizante organico pode ser um substituto para o fertilizante sintético
no cultivo sustentavel de plantas medicinais, bem como, influencia na producéo, teor e
qualidade do 6leo essencial, aumento de constituintes quimicos de interesse e elevacdo
do teor de macro e micronutrientes pelas culturas (Esmaielpour et al., 2017; Ganjali et al.,
2017; Heidarpour et al., 2019; Hossaini et al., 2016).

4 Correlacao estatistica da caracterizagcdo dos vermicompostos

Verifica-se para o vermicomposto (V1) e vermicomposto A (V2) uma alta
associacao positiva entre Actinomyces sp. e acido humico com P 0.99 > 0.85 e que o
vermicomsposto C (V3) apresenta associacdo negativa entre estas variaveis (Anexo 1).
Para o vermicomposto com inoculacdo ambiental (\V2) a correlacdo foi significativa, ou
seja, a presenca de Actinomyces sp. influencia no aumento do teor de acido humico. A
inoculacdo também influenciou positivamente a associacdo entre Nitrossomonas sp. e 0
teor de giberilinas e auxina, com forca contréria para citocinina e zeatinas.

Quanto a associac¢do de microrganismos e fitohorménios para o vermicomposto C
(V3), verifica-se associacdes positivas, porém com menor forca, sendo que apenas para
brassinosteroides, ha associacao forte e positiva com Azotobacter chroococcum, Bacillus
megaterium e Bacillus subtilis. Enquanto que o vermicomposto (V1) apresenta correlagdo
fortemente positiva entre os teores de zeatinina e auxina com a populacdo de Bacillus
subtilis.

Para os teores de macro e micronutrientes é constatado que o Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis e Azotobacter chroococcum estéo correlacionados ao teor
de potassio e ferro e a bactéria Nitrospira sp. ao teor de nitrogénio para 0 vermicomposto
(V3). Enquanto que o teor de fosforo para (V1) tem associacdo forte e positiva com
Actinomyces sp e Azotobacter chroococcum, para a espécie de Pseudomonas fluorescens
verifica-se correlacdo negativa, ou seja, a sua presenca reduz os teores de fosforo para
esta formulacdo. J& a bactéria Nitrossomonas sp. é altamente correlacionada ao teor de
enxofre no (V2).

Em relacéo ao metal pesado cadmio, a presenca de Actinomyces sp e Azotobacter
chroococcum séo altamente correlacionais negativamente ao teor de cadmio, ou seja, a
presenca destas bactérias pela inoculagdo de microrganismos ambientais no
vermicomposto (V2), pode reduzir a presenca de metais toxicos. Estas mesmas bactérias
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para o vermicomposto (V1) estdo fortemente associadas positivamente para o teor de
silicio, que confere resisténcia as plantas ao ataque de fitopatdgenos.

De modo em geral, independente da formula¢do do vermicomposto as bactérias
Azotobacter chroococcum, Bacillus megaterium e Bacillus subtilis apresentam grande

influéncia sobre os parametros avaliados.
5 Analise dos componentes principais

A andlise dos componentes principais foi realizada para explicar a relagdo entre
as trés formulagbes de vermicompostagem quanto a quantificacdo da comunidade
microbiana. Segundo o critério de Kaiser, que considera apenas o uso dos componentes
que apresentam autovalor maior que um, os dois componentes principais (PC1 e PC2)
podem ser usados (Figura 12). Esses dois componentes juntos explicam 100% da variagéo
total, sendo adequado para explicar a relacdo entre as formulagdes de vermicompostagem

e microrganismos.

Figura 12 -Analise dos componentes principais da analise microbiona (A) e quimica (B)
e das trés formulagdes de vermicompostagem. 1: vermicomposto (V1); 2: vermicomposto
A (V2); 3: vermicomposto C (V3). (continua)
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O primeiro componente principal (PC1 - Figura 12A) explica 74,89% do total da
variagcdo com fortes carregamentos positivos (> 0.7) para todos 0s microrganismos com
excecdo de Nitrossomonas sp. com carregamento negativo moderado (< -0.5) e
Trichoderma hamatum, com carregamento negativo forte (< -0.7). Sendo observado
maiores concentracdes de Hipocra spp. Acinobacter sp. Humicola sp. Nitrospira sp.
Micela sp. Bradrhizobium japonicum, Azotobacter chroococcum e Pseudomonas
fluorescens no vermicomposto A (V2), com inoculagdo de microrganismo eficiente da
mata nativa.

Para o vermicomposto com inoculacdo comercial (V3), foi observado maior
presenca de Streptomyces sp. Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Triobacillus sp.
Trichoderma sp. e Actinomyces sp. Quando a vermicompostagem (V1) néo foi inoculada
por nenhum método, seja comercial ou ambiental, foi observado menor diversidade
microbiana na sua composic¢ao, com possivel maior populacdo do género Trichoderma
hamatum.

Para explicar a relagéo entre as formulacGes de vermicompostagem e 0s teores de
macronutrientes e micronutrientes (Figura 12B), verifica-se que os dois componentes
juntos explicam 100% da variagdo total, sendo que o primeiro componente principal
(PC1) explica 57,22% do total da variacdo, com fortes carregamentos positivos (> 0.7)
para todos os teores de nitrogénio, calcio, magnésio, sodio, ferro e zinco, bem como,
carregamento negativo moderado (< -0.5) para boro, silicio, molibidénio e cadmo, e,
carregamento negativo forte (< -0.7) para enxofre, fésforo e manganés.
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Quanto ao comportamento dos teores de macro e micronutrientes em relacdo as
formulacdes, verifica-se que o (V1) apresentou maior composicao dos nutrientes S, P2Os,
Cd, Si e Mo. No entanto, quando o vermicomposto A (V2) foi inoculado com
microrganismos eficientes, sobressaiu os nutrientes Ca, Mg, Zn, K20 e Cu, e por fim, o
vermicomposto com inoculacéo comercial (V3), apresenta concentraces de Mn e B mais

evidentes.

3.3. Consideracdes Finais

1. O processo de vermicompostagem potencializa os teores de macro e
micronutrientes, fitohormdnios, aminoacidos, substancias himicas e atividade
microbiana, independente da formulagéo;

2. Todas as formulacGes de vermicomposto se enquadram as exigéncias minimas
estipuladas pela legislacdo brasileira para o registro de fertilizante organico
composto classe A;

3. A inoculacdo de microrganismos eficientes potencializa a comunidade
microbiana do vermicomposto;

4. A diversidade microbiana dos vermicompostos podem influenciar no
crescimento vegetal, supressdo de fitopatdgenos e minimizar ou reduzir os
efeitos dos estresses bioticos e abidticos na producdo vegetal;

5. A vermicompostagem é uma ferramenta potencial no reaproveitamento de
residuos alimentares a agropecuarios e deve ser considerada uma préatica
fundamental no planejamento dos sistemas agroalimentares sustentaveis;

6. O vermicomposto com inoculacdo de microrganismo eficiente da mata nativa
pode ser aplicado em substituicdo ao fertilizante quimico na produgdo de
biomassa seca e teor de 6leo essencial de Origanum vulgare L.;

7. Por fim, a vermicompostagem e inoculagdo de microrganismos ambientais é
uma ferramenta estratégica para a autonomia produtiva de agricultores

familiares e tradicionais;

Financiamento
Este estudo foi financiado em parte pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cadigo Financeiro 001, Conselho Nacional
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de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e Fundacdo de Amparo a Pesquisa

do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) para fins financeiros apoio & execugdo da obra.
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Anexo 1.
Coeficientes de correlacdo ilustrando a forca de associagao entre 0s microrganismos e os parametros de fitohormonios, substancias himicas, macro

e micronutrientes em formulagdes de vermicompostagem. V1: vermicomposto; V2: vermicomposto A; V3 vermicomposto C.

Microorganismo Giberilina Auxinas Citocininas Zeatinas Brasinoildes

V1 V2 V3 V1 V2 V3 V1 V2 V3 Vi V2 V3 V1 V2 V3
Actinomyces.sp. -0,99* -0,25 0376 0,008 -0,09 0,701 0944 058 0,614 -0,23 0,534 0,928 0,791 0,872 -0,48
Azotobacter.chroococcum -0,97 -069 0485 -0,07 -0,79 -1 0,916 0,368 -1° -0,31 0,425 -0,29 0,836 -0,88 0,985
Baccilus.megaterium 0,701 0,684 0461 -0,82 0,791 -1 -0,82 -0,37 -1” -065 -042 -0,32 0,032 0,882 0,98
Bacillu.subtilis 0,163 -0,52 0,499 0,948 -0,64 -0,99° 0,021 0,162 -1 0,997° 0,224 -0,28 -0,83 -0,96 0,988

Nitrosomonas.sp. -0,88 0,988" -0,63 0,608 1" 0,962 0,952 -0,86 0,987 0,402 -0,89 0,118 0,263 0,408 -1°
Nitrospira.sp. -045 0622 -058 0952 0,738 -051 0609 -029 -041 0,852 -035 -0,99 -0,33 0,918 0,265
Pseudomonas.fluorescens 0,77 -0,26 -0,9 0509 -041 -0,04 -0,64 -0,11 0,075 0,699 -0,05 -0,94 -0,99" -1" -0,23

Bradirhizobium.japonicum 0,264 -062 -068 0911 -048 0944 -008 0863 0976 0983 083 0061 -08 06 -1
*Coeficientes significativos a 10% pelo teste de Pearson.

. . Fosforo Potéssio Célcio  Magnésio Sédio Enxofre Nitrogenio

Microorganismo Total
V1 V2 V3 V1 V2 V3 V3 V3 V3 V1 V2 V3 V3

Actinomyces.sp. 0,822 -0,473 0,006 -0,694 0,806 -0,614 0,280 0,83 0,981 0,673 -0,036 -0,042 -0,789
Azotobacter.chroococcum 0,864 -0,487 -0,782 -0,748 0,065 1,000" 0,571 -0,956 -0,767 0,728 -0,823 -0,751 0,018
Baccilus.megaterium -0,020 0,486 -0,765 -0,177 -0,063 0,999" 0,549 -0,963 -0,784 0,205 0,821 -0,733 0,044
Bacillu.subtilis -0,796 -0,291 -0,792 0,900 -0,148 1,000" 0,584 -0,951 -0,757 -0,912 -0,683 -0,762 0,001
Nitrosomonas.sp. 0,313 0,920 0,881 -0,120 -0,663 -0,987 -0,709 0,887 0,640 0,092 0,999" 0,857 0,162
Nitrospira.sp. -0,284 0,413 0,230 0,467 0,018 0,411 -0,498 -0,675 -0,908 -0,492 0,773 0,276 0,911
Pseudomonas.fluorescens -0,998" -0,018 0,668 0,966 -0,413 -0,075 -0,853 -0,239 -0,596 -0,958 -0,457 0,703 0,997"
Bradirhizobium.japonicum -0,854 -0,789 0,907 0,940 0,976 -0,976 -0,748 0,859 0,594 -0,949 -0,437 0,885 0,219

*Coeficientes significativos a 10% pelo teste de Pearson.
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Microorganismo Ferro/ppm Cobre/ppm Manganés/ppm Zinco/ppm Boro/ppm Céadmio/ppm Molibdénio(%) Silicio/ppm

V3 V1 V2 V3 V1 V2 V3 V3 V1 V2 V3 V1 V2 V1 V2 V3 V1 V2 V3

Actinomyces.sp. -0,614 0,293 0,544 0,023 0,449 0,867 0,811 0,999" -0,01 0415 0,349 -0,99° -0,01 -0,38 -0,86 0376 1 -0,01 0,713
Azotobacter.chroococcum 1 0,367 0415 -0,79 0,378 -0,89 -0,05 -0,6 -0,09 0543 051 -1° 08 -045 0,032 048 1 085 -0,99"
Baccilus.megaterium 0,999" 0,603 -041 -0,78 -0,99 0,888 -0,08 -0,62 -0,81 -0,54 0,487 0472 -08 -053 -003 0461 0 -085 -1
Bacillu.subtilis 1" -1 0212 -08 0,711 -0,97 -0,04 -0,59 0,953 0,352 0,524 0,435 0,718 0,997° 0,243 0,499 -1 0,718 -0,99"
Nitrosomonas.sp. -0,987 -0,34 -0,89 0,889 0,896 0,418 -0,13 0,446 0,596 -0,94 -0,66 -0,71 -1 0,255 0,587 -0,63 O -1 0,957
Nitrospira.sp. 0,411 -0,82 -0,34 0,213 0,989" 0,922 -0,93 -0,98 0,947 -047 -056 -0,18 -0,8 0,76 -0,12 -058 -0 -0,8 -0,53
Pseudomonas.fluorescens -0,075 -0,74 -0,06 0,655 0,076 -1 -0,99" -0,77 0,522 0,083 -0,89 0919 0501 0,801 0,499 -09 -1 0,501 -0,06
Bradirhizobium.japonicum -0,976 -0,99" 0,837 0,914 0,635 0,591 -0,18 0,394 0,917 0,748 -0,7 0,525 0,392 1 -099° -068 -1 0,392 0,938

*Coeficientes significativos a 10% pelo teste de Pearson.
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Artigo 4
Métodos de inoculacéo de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(PGPR) influenciam o crescimento de Origanum vulgare L. e a producéo de 6leo
essencial

(Artigo estruturado nas normas da Journal of Essential Oil Bearing Plants)

Resumo: Objetivou-se avaliar diferentes métodos de inoculacdo e origem de
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PRPG) nas caracteristicas
agrondmicas e producdo de 6leo essencial (OE) de Origanum vulgare L. (orégano) em
duas épocas de corte. O experimento foi desenvolvido em campo e os tratamentos foram:
testemunha sem inoculante (T1); Inoculante ambiental (T2), coletados em mata ciliar;
Inoculante comercial (T3); Bacilus subtilis imobilizado (encapsulado) (T4) e Bacilus
subtilis suspenso (liquido) (T5). Foram observadas diferencas significativas (p<0,05)
entre o0s tratamentos nas caracteristicas agronémicas e no rendimento de 6leo essencial
de orégano. A inoculacdo de Bacillus subtilis encapsulado (T4) apresentou maior
rendimento de OE, com 0,0226 g OE plant™ no primeiro e 0,0752 g OE plant™® no segundo
corte, seguido pela inoculacdo de microorganismos ambientais (T2), com rendimento de
0,0113 e 0,0481 (g OE plant™) no primeiro e segundo corte, respectivamente. Conclui-se
que o método de inoculacéo e a origem das PRPG interferem no crescimento e rendimento
do OE de orégano. O Bacillus inoculado pelo método encapsulado (T4) apresentou maior
eficacia e qualidade. O inoculante de origem ambiental (T2), se mostrou uma ferramenta
agroecolégica importante e viavel para agricultura familiar. Avermicompostagem
mostrou-se um 6timo veiculo para inoculacdo de rizobactérias promotoras de crescimento

em plantas.

Palavras chaves: Bacillus subtilis; microrganismo eficiente: microrganismo ambiental;

EM; alginato de calcio;
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1 Introducéo

Devido ao uso massivo de fertilizantes quimicos sintéticos na agricultura, que
poluem o ambiente e levam ao esgotamento dos recursos ndo renovaveis, bem como o
uso excessivo de combustiveis fésseis na producéo, transporte e aplicacdo em escala, na
producdo de alimentos, diversos séo os esforcos mundiais para a formulagéo e validacao
de tecnologias sociais e tradicionais, para o cultivo/produgéo sustentavel de alimentos e
medicamentos, como a producdo de plantas medicinais (Pereira et al., 2021; Esmaielpour
et al. 2017; Lazzari e Souza, 2017).

Neste sentido, em contrapartida aos fertilizantes quimicos sintéticos, o uso de
vermicompostagem e a aplicacdo de rizobactérias promotoras de crescimento em plantas
(PRPG) tém aumentado a cada ano, por ser uma alternativa viavel, de baixo custo, baixo
impacto e renovavel, porém ainda requer formulacbes especificas quanto ao uso e
métodos de inoculacdo (Bashan et al. 2014; Malusa e Vassilev, 2014; Owen et al. 2015).

A inoculagdo de microrganismos endofiticos estd expandindo em funcdo da
potencial acdo como biocontrole de doencas fitopatogénicas, promocao de crescimento
em plantas, alteracdo das vias metabolicas relacionadas a producdo de metabdlitos
secundarios, bem como mecanismos de alteracdo fenotipica e fisiolégica em espécies
vegetais (Pereira et al. 2019; Desaleng, 2017; Bashan, 2014).

Estudos realizados por Mohammad, et al. (2012); Fatma, et al, (2008); Rai, et al
(2017); Kwiatkowski, (2015); Ghilavizadeh et al., (2013); Akhani, et al. (2012); Tahami,
et al. (2017); Bharti, et al. (2016) com aplicacdo de PRPG em condi¢cdo de campo,
constataram que a inoculacdo contribui para o aumento da biossintese, absorcdo de
nutrientes, crescimento das plantas, tolerancia ao estresse abidtico, alteragdo no perfil
fitoquimico, aumento da producdo de metabolitos secundarios, como cumarinas,
alcaloides, fenilpropanoides e aumento no rendimento de dleos essenciais que sdo
moléculas de interesse biologico e farmacoldgico, e, embora a aplicagdo in vitro para
plantas medicinais seja a mais estudada, experimentos in vivo, em condigdo de campo que
se aproxime da realidade do produtor rural € de extrema importancia social e econémica
(Pereira, 2019).

Os inoculantes (PRPG) aplicados ao solo necessitam de um veiculo condutor e,
nos Ultimos anos, o vermicomposto tem demostrado ser um 6timo veiculo inoculante para
aplicacdo de bactérias ao solo (Kalra et al. 2010), devido ao seu potencial de substitui¢éo

dos substratos tradicionalmente usados para inoculagdo de PRPG, como a turfa ou perlita
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(Bolechowski et al., 2011), por ser uma alternativa para a substituicdo do adubo quimico
sintético no manejo nutricional (Shirin Nikou et al. 2019; Ganjali et al. 2017), por
aumentar a diversidade microbiana na rizosfera (Owen et al. 2015) pela acdo combinada
das bactérias nativas do solo, com as presentes no vermicomposto, que pode também ser
potencializado com a aplicacdo de inoculantes microbianos (Yada et al. 2020).

Os estudos quanto ao método de inoculacdo e a origem das rizobactérias
promotoras de crescimento estdo mais avangados para as espécies leguminosas fixadoras
de nitrogénio, como € o caso da inoculacdo de Bradyrhizobium em soja, seja através do
solo ou semente, na forma solida, liquida ou turfosa (Ronsani et al., 2013; 2016), bem
como pela aplicacdo de Azospirillum brasiliensis em espécies gramineas, como milho,
feijdo, braquiéria.

Entretanto, a utilizacdo de PRPG inoculadas ao cultivo de espécies medicinais tem
crescido exponencialmente em fungéo dos beneficios quanto a influéncia na producéo de
6leos essenciais, crescimento, biomassa, biossintese de metabdlitos secundarios, que sao
produtos de grande interesse farmacolégico, bioldgico e industrial (Pereira et al. 2019;
Olivares et al. 2017; Canellas et al. 2015; Bhattacharyya et al. 2012). E, atualmente, a
crescente preocupacao com a reciclagem dos residuos industriais e agroalimentares, pelas
crescentes quantidades de residuos produzidos nos grandes centros, leva a necessidade de
estabelecer estratégias para a sua gestdo e reaproveitamento, sendo a vermicompostagem
uma excelente tecnologia social para esta finalidade.

Neste sentido, de acordo com Bashan et al. (2014), os inoculantes microbianos
para serem eficazes precisam apresentar caracteristicas basicas como: promover o
crescimento bacteriano; as células bacterianas precisam permanecer viaveis por um
determinado tempo; e garantia da liberacdo da populagéo bacteriana. Dentre os estudos
realizados por Vassilev et al., (2015) e Reetha et al. (2014), o método mais eficaz para a
introdugdo bacteriana no solo é o encapsulamento das células bacterianas em matrizes de
gel hidrolisaveis, como é o caso do alginato, verificando reducdo da eficacia através da
inoculagdo por suspenséo, na forma liquida.

Para uma escala comercial de produgéo de alimentos ou plantas medicinais, 0s
inoculantes precisam oferecer formas adequadas de sobrevivéncia para as bactérias a
serem disponibilizadas para as culturas, pois é 0 método de inoculacdo, origem da PRPG
e 0 veiculo de aplicacdo que definem o potencial da inoculacdo (Owen et al., 2015;
Denardin, 2006).
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Outras caracteristicas também afetam a viabilidade da comunidade microbiana,
como tempo de armazenamento, embalagem, estirpes, condi¢cbes adequadas como
temperatura e umidade, data de fabricacéo, sendo todos esses fatores determinantes, que
podem acarretar no estresse das células bacterianas (Aguilera et al. 2017), e sdo estes
fatores que afetam o sucesso do produto comercial, configurando um grande desafio para
a industria e cooperativas de producédo de inoculantes.

S&0 escassos os estudos referentes ao método de inoculacdo e origem das PRPG,
veiculo de aplicacao, além do desempenho, eficacia e viabilidade dos inoculantes (Owen
et al. 2015), principalmente quando se trata da aplicacdo no cultivo de espécies
medicinais. A partir deste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia
de diferentes métodos de inoculacdo e origem de rizobactérias promotoras de crescimento
em plantas (PRPG), nas caracteristicas agrondmicas, na composicdo quimica e no

rendimento de 6leo essencial de Origanum vulgare L. em duas épocas de corte.

2 Material e Métodos

O experimento foi realizado em campo. Antes do plantio de O. vulgare L., 0s trés
vermicompostos foram formulados e o0s microrganismos inoculados sendo as
rizobactérias (PRPG), microrganismos (ambiental) e o comercial (Korin). Desta forma, o
material e 0s métodos serdo descritos em etapas para compreender a formulacdo do

vermicomposto e sua aplicacdo no cultivo.

2.1 Formulacao da vermicompostagem e inoculacédo dos microorganismos eficientes

O vermicomposto foi produzido no setor de Biodiesel da UFLA em duas etapas:
compostagem para estabilizacdo do material seguido de vermicompostagem. O processo
de compostagem foi aplicado aos residuos orgénicos do restaurante universitario e
residuos vegetais do paisagismo do campus, sem tratamento prévio, conduzido em blocos
de alvenaria com volume de 1m3 (cada célula)

Na fase de compostagem, foram utilizadas 3 células. Uma célula foi conduzida
sem inoculacao de microrganismos (V1). A segunda célula foi conduzida com inoculagéo
de microrganismo ambiental - EM (V2), capturado na mata nativa do campus da UFLA

em oito pontos de acordo com a metodologia proposta por Countinho (2011). A terceira
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célula foi inoculada com microrganismos comerciais (Korin) (V3) preparados de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

Ap06s 90 dias, com o material ainda na fase de compostagem, no inicio da fase de
maturacdo, foi adicionado esterco de gado e minhoca vermelha da California (Eisenia
fétida) em cada celula para iniciar a fase de vermicompostagem do material compostado,
permanecendo por mais 60 dias em blocos de alvenaria para biotransformacdo e plena
maturagdo do vermicomposto.

Ap0s a biotransformacao dos materiais, foram coletadas 10 amostras simples, que
foram homogeneizadas, formando uma amostra composta por tratamento, e foram
encaminhadas para o Laboratério Plantsphere no Equador, para realizar a analise quimica.
Os vermicompostos no momento da coleta das amostras, sem 0 peneiramento,
apresentavam as seguintes caracteristicas: bio-oxidacdo e temperatura — estavel;
coloracgdo - marrom escuro e odor: humificado.

Em sequencia a estabilizacdo, os vermicompostos foram acondicionados em sacos
de microfibra, respeitando as inoculacfes e encaminhado para a area de plantio. No
campo, o vermicomposto puro (sem inoculacdo V1) foi separado, fracionado e utilizado
como veiculo para a inoculac3o de rizobactérias Bacillus subtilis, populagdo de 10° UFC,
em dois métodos, na forma imobilizada (inerte em capsulas de alginato) (T4) e suspensa
(liquido) (T5). Perfazendo por fim cinco tratamentos aplicados em campo (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos aplicados no experiment de campo

Tratamento Cddigo
Solo (controle) T1
Inoculante ambiental T2
Inoculante comercial T3
Inoculante de Bacillus subtilis imobilizado (encapsulado) T4
Inoculante Bacillus subtilis suspenso (liquido) T5

As caracteristicas fisico-quimicas das trés formulagdes de vermicompostagem
foram realizadas de acordo com a metodologia do Laboratorio Plantsphere no Equador,
sob a responsabilidade do Phd. Carlos Falconi Borja, e seus valores podem ser

evidenciados na tabela 2.



V1
V2
V3

V1
V2
V3

V1
V2
V3

128

Tabela 2. Andlise das caracteristicas quimica dos macronutrients and micronutrients dos
veiculos inoculantes vermicomposto puro (V1), vermicomposto ambiental (V2) e

vermicomposto comercial (V3).

| Caracteristicas Fisico-Quimicas |

pH Density Elect. Cap. mSL mcm? Org. M. % (Total Carbon) C/N Ratio
71 044 6,24 28,67 19,11
70 0,46 7,17 31,33 17,41
6,7 0,45 5,83 28,67 18,00

Macronutrientes
%

P K Ca Mg Na S Total

N

2,94 1,83 730 0,71 0,1 0,40 15

2,38 1,82 8,80 0,88 0,9 0,25 1,8

2,61 1,39 6,53 0,65 0,7 0,33 1,6

Micronutrientes
mg L?

Fe Cu Mn Zn B Mo Co Si
1,1 39,33 241,33 166 0,11 0,20 0,1 11,00
1,8 37,33 206,33 229 0,06 0,17 0,1 10,33
1,3 2733 257,33 173,67 0,38 0,12 0,1 9,83

2.1.1 Imobilizagéo e suspenséo de Bacillus subtilis

A amostra de Bacillus subtilis foi inoculada em placa de Petri em meio so6lido
preparado com 5 g L de peptona, 3 g L™ de extrato de levedura e 15 g L™ de agar,
contendo bactérias a uma densidade populacional de aproximadamente 10! UFC/ml. Na
sequéncia, foi preparado o caldo de nutrientes (5 g L™* peptona, 3 g L™ de extrato de carne
e 5 g L NaCl) e realizada a suspensdo seriada, dividida em 4 recipientes, até atingir a

quantidade e populacéo necessario para a inoculacdo em campo de 10° UFC.

Para imobilizacdo (encapsulamento), a solucdo de suspensdo de bactérias de
Bacillus subtilis com uma densidade populacional de aproximadamente 10° UFC foi
misturada em solucdo de alginato de sodio a uma concentragdo de 1%. Apos a mistura, a
solugé@o do composto foi gotejada em solucgéo de cloreto de célcio 0,1 M, resultando assim
em esferas com indculo microbiano encapsulado. As esferas foram lavadas com agua

destilada com auxilio de uma peneira e armazenadas.
2.1.2 Conducgéo em Campo

Apos a formulagdo dos trés vermicompostos, o experimento foi conduzido em
campo na area experimental do setor de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), sob a coordenada geografica Lat. -21,223062 e Long. -
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44,972369. A exsicata de O. vulgare L. foi depositada no herbario da ESAL/ UFLA, sob
0 registro n°. 22.156.

As mudas foram obtidas a partir de estacas apicais de plantas matrizes do Horto
de Plantas Medicinais da UFLA e enraizadas em bandejas de polipropileno expandido de
128 células. Apds 30 dias, com solo previamente analisado (Tabela 3), as mudas foram
transplantadas para o campo, e conduzidas em delineamento experimental em blocos
casualizados, em esquema de parcela subdividida, com cinco tratamentos, trés repeticoes
e dezoito plantas por parcela, no espacamento de 0,25x 0,25 cm, em duas épocas de corte.

Table 3. Analise quimica do solo usado no experimento

K P S Zn Fe Mn
----------------------- ---mg dm3---
2.55 0.47 3.06 0.47 29.89 0.47
Ca?* Mg?* AR P-Rem O.M. pH
-------------- cmolc dm3-------------- ---------fag kg t--------
0.27 0.10 0.04 14.97 0.73 5.4
H+Al SB CEC M \Y Cu
--------------- cmolc dm3-------------—- e 4 e ——

1.54 0.38 1.92 9.52 19.61 1.41

B (%)

0.01

O.M.: soil organic matter; SB: sum of bases; m: aluminum saturation index; V: base
saturation index; CEC: cation exchange capacity at ph 7.0; P-Rem: remaining
phosphorus.

4.1.4. Comprimento da planta e pigmentos fotossintetizantes

A variavel comprimento da planta foi avaliada a cada 15 dias com auxilio de fita
métrica, 15 dias ap06s o transplantio no primeiro ciclo e 15 dias ap6s a brotacéo no segundo
ciclo. No final de cada ciclo, antes da época de corte, as folhas frescas foram coletadas
para realizar a analise de pigmentos fotossintetizantes.

Os pigmentos fotossintetizantes foram extraidos e analisados com base no método
descrito por Scopel et al. (2011). As folhas frescas (x 0,050 g) de orégano foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de acetona 80% para extracdo de
pigmentos fotossintéticos. Os tubos de ensaio foram envoltos por papel aluminio a fim de
se evitar o contato da amostra com a luz e impedir a degradagdo dos pigmentos. Apds 24
horas em geladeira a + 4 °C, mensurou-se a absortividade das amostras em
espectrofotometro Elisa Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific) nos comprimentos de
onda 470, 645, 652 e 663 nm.
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Para a determinacdo dos teores de clorofila a, b, total e carotenoides foram
utilizadas equacdes propostas por Lichtenthaler e Wellburn (1983) e Zhang et al. (2009).
As leituras dos comprimentos de onda foram realizadas em triplicada, utilizando-se 3
repeticdes por tratamento. A analise foi realizada por meio do programa Skanit Software
5.0 for Microplate Readers RE versao 5.0.0.42.

Clorofila a 649 = (12,47 x A665) - (3,62 x A649);

Clorofila b 665 = (25,06 x A649) - (6,5 x A665);

Carotenoides 480 = (1000 x A480 - 1,29 x Ca - 53,78 x Ch) / 220
Clorofila Total = (Clorofila a 649 + Clorofila b 665)

2.1.3 Biomassa fresca e seca

As hastes das plantas foram cortados a 5 cm do solo apés 95 dias de plantio,
quando as primeiras plantas iniciaram a fase de floracdo. Apds o corte as plantas foram
pesadas para obtencdo da biomassa fresca da parte aérea, em ambas as estacdes, verao
(primeiro corte) e outono (segundo corte).No primeiro e segundo corte foram colhidos,
respectivamente, 3,7 e 7,5 kg de biomassa fresca no total, variando as quantidades de
acordo com cada tratamento. Ocasionalmente, o material foi fracionado, alocado em
sacos de papel kraft e levado a uma estufa de circulacao forcada de ar a 30 °C até massa

constante, onde foi pesado novamente para obtencéo da biomassa seca da parte aérea.
2.1.4 Extracdo de 6leo essencial

As hastes das plantas foram cortadas a 5 cm do solo apds 95 dias de plantio,
quando as primeiras plantas iniciaram a fase de flora¢do. Procedimento realizado no
primeiro e no segundo corte, para obtengdo da biomassa fresca, cuja as quantidades
variaram de acordo com cada tratamento. Ocasionalmente posterior a colheita, o material
foi fracionado, alocado em sacos de papel kraft e levados a estufa de circulacéo forcada
de ar a 30 °C até massa constante, obtendo assim a biomassa seca da parte aerea (Q).

Para as extracBes de Oleo essencial (OE), a biomassa seca da parte aérea foi
cortada em pequenos pedagos, pesada e colocada em um baldo volumétrico de fundo
redondo de 5 L. Em seguida, foi adicionada dgua deionizada ao baldo até submergir o
material vegetal, alocados sob a manta térmica e submetidos a hidrodestilagdo por 3h com

aparelho tipo Clevenger, cujo procedimento foi repetido trés vezes. Apos a extracdo, o
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o0leo essencial foi seco com Na>SO4 anidro e acondicionados em potes de vidro que foram

armazenados a uma temperatura inferior a 0 °C.
2.1.5 Cromatografia gasosa - andlise de espectrometria de massa

A anélise de cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-MS) foi
realizada em um equipamento Shimadzu GC-MS QP2010, equipado com coluna capilar
de silica fundida (30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro interno), com fase
estacionaria RTX®-5MS (filme de 0,25 pum espessura). O gas de arraste foi o hélio, com
fluxo de 1,0 mL / minuto. Os espectros de massa foram obtidos por impacto de elétrons
a70eV, comvarredurade 45a400 (m/z), e 1 uL da solugdo de 6leo preparada, utilizando
acetona como solvente, foi injetado na concentracdo de 10 mg / L, utilizando uma razéo
de 1:20, a temperatura inicial da coluna foi de 60 °C com programacéo para aumentar 2
°C por minuto até atingir a temperatura de 200 °C, e 5 °C por minuto até atingir a
temperatura maxima de 250 °C. Como padrdo externo, foi utilizada uma mistura de
alcanos lineares (C9-C17). A porcentagem relativa de cada composto foi calculada
usando a razdo entre a area de cada pico e a area total de todos os constituintes da amostra.

Os indices aritméticos foram calculados de acordo com a seguinte férmula:

{RT(x) — RT(pyy)}

Alg) = 100p, + 100
o0 ‘ {RT(PZ +1) RT(PZ)}

Onde: X: composto de interesse; Pz: niamero de dtomos de carbono do hidrocarboneto
com tempo de retencdo antes do tempo de retencdo do composto X; RT (x): tempo de
retencdo do composto X; RT (Pz): é o tempo de reten¢do do composto de Pz; RT (Pz +
1): tempo de retencdo de hidrocarbonetos com tempo de retencdo apds o tempo de
retencdo do composto X.

2.1.6 Andlise estatistica

Para comparar os resultados, os testes de homocedasticidade e normalidade foram
previamente realizados pelo software ASSISTAT (SILVA, 2009). Em seguida, foi
realizado a andlise de variancia dos dados, pelo teste F, utilizando o programa estatistico
(SISVAR) e aplicado o teste de médias de Scott-Knott (FERREIRA, 2011). E a anélise
dos componentes principais (PCA) pelo software R (R Core Team, 2019).
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3 Resultados

3.1 Caracteristicas agronémicas: Analise de crescimento

O comprimento meédio das plantas (PL) registrado para cada tratamento durante
um periodo de 90 dias, com intervalos de 15 dias entre as avalia¢fes, para as duas épocas
de corte, ndo apresentou interacao significativa com o método de inoculacdo (Tabela 4).
Em média, o comprimento das plantas variou entre 7,29 cm e 10,42 cm, em tratamentos
sem inoculacdo de PRPG (solo T1) e com inoculacdo de Bacillus imobilizado (T4). No
entanto, comparando as duas épocas de corte, no verao e no outono, verifica-se diferenca
significativa no comprimento das plantas que, de modo em geral, com excecdo da
testemunha (T1), as plantas tiveram maior comprimento médio quando o corte foi
realizado no outono, variando de 9.25 cm e 14.89 cm, com diferenca de 2 a 4 cm de uma
época de corte para a outra.

Para a producdo de biomassa fresca (FB) ndo houve diferenca estatistica quanto
ao método de inoculacdo de PRPG no cultivo de O. vulgare L., porém verifica-se
diferencas significativas quanto a época de corte. O maior incremento na producdo pode
ser evidenciado para a inoculagdo de vermicompost inoculated with Bacillus subtilis
immobilized (T4) in the summer (337,50 g/m?) e (430,00 g/ m2) no autumn em relagéo a
testemunha soil (T1) com (57,50 g/m?) e (260,00 g/m?), respectivamente.

A producdo de biomassa seca da parte aérea (DB) (Tabela 4) foi
significativamente afetada pelos métodos de inoculagéo de rizobactérias e época de corte
da parte aérea, apresentando interacdo significativa quanto aos fatores avaliados, ou seja,
os fatores atuam de forma dependente na variavel resposta. Sendo constatado maior
acumulo de biomassa seca (DB) para vermicompost inoculated with Bacillus subtilis
immobilized (T4), com producao de (84,00 g/m?2) no verdo e (285,00 g/m?2) no outono.

De modo em geral o corte realizado no outono promoveu incremento na producéo
de biomassa seca da parte aérea de O. vulgare L em relacdo a biomassa seca produzida
no verdo. Porém, avaliando os metodos de inoculagdo para o corte realizado no ver&o,
observa-se que a inoculagdo com Bacillus subtilis induziu maior producdo de DB, com
melhores resultados quando aplicado na forma imobilizada (84,00 g/m?), seguida pela
inoculacdo na forma liquida (62,66 g/m?).

Quando o corte foi realizado no outono, verifica-se que todos 0s métodos de
inoculagdo promoveram incremento na producao de (DB) comparado a testemunha (T1),

porém quando o Bacillus subtilis foi inoculado na forma liquida (T5), mesmo com o
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aumento superior a 200% em relacéo ao corte no verdo, este método de inoculagéo para
o corte realizado no outono foi inferior aos métodos inoculagdo ambiental (T2),
inoculante comercial (T3) e inoculagédo de Bacillus subtilis na forma suspensa (T4). De
modo geral é possivel inferir que a inoculacdo de Bacillus subtilis pelo método
imobilizado (capsule) (T4) promoveu a maior producgéo de biomassa fresca e seca da parte

aérea.

Tabela 4. Atributos de crescimento: comprimento médio (cm) (PL), biomassa fresca
(g/m?) (FB) e biomassa seca (g/m?) (DB) da parte aérea, influenciados pelo método de

inoculagdo de PRPG em duas épocas de corte, no verdo e no outono.

Biomassa Fresca Biomassa Seca Comprimento
Tratamento g/m2 cm
Veréo Outono Verao Outono Verdo Outono
Tl 5750 aA 260.00 aB 26.66 aA 14750 aB 7.290 aA 9.258 aB
T2 130.00 bA 351.66 bB 43.33 aA 23250 cB 9.566 aA 13.626 bB
T3 155.00 bA 355.00 bB 33.33 aA 261.66 dB 8.498 aA 12.284 bB
T4 337.50 cA 430.00 cB 84.00 cA 285.00 eB 10.424 aA 14.891 bB

T5 182.50 bA 303.33 bB 62.66 bA 168.33 bB 9.624 aA 14.051 bB
Tratamentos seguidos de letras iguais, sendo mindsculas na coluna e maidsculas na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de médias Scoot-Knoot a p < 0.05%. Legenda: Tratamentos: T1 - Solo; T2 -
vermicompostagem com inoculante ambiental; T3 - vermicompostagem com inoculante comercial; T4 -
vermicomposto + inoculante imobilizado de Bacillus subtilis (capsula); T5 - vermicomposto + inoculante
suspenso de Bacillus subtilis (liquido).

|
saciussubiis [ gacilus subis
(capsule-T4) (liquid-T5)

Figura 1. Plantas de Origanum vulgare L. cultivadas sob a influéncia de diferentes

métodos de inoculacéo e origem de PRPG no corte do outono

3.2 Analise de pigmentos fotossintetizantes
Em aspecto geral, apenas a inoculacdo de Bacillus pelo método (suspenso) (T5),
ndo apresentou diferenca significativa na producdo de pigmentos fotossintéticos em

relacdo a testemunha solo (T1). Os demais tratamentos, embora apresentem diferenca nos
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teores de clorofila a, b, total e carotenoides, em relacédo a (T1), ndo apresentam diferenca
estatistica entre si (Tabela 5). Quanto a época de corte, 0s maiores teores para todas as
caracteristicas foram observados quando o corte foi realizado no veréo.

A diferenca no teor de pigmentos fotossintetizantes em funcao da época de corte,
pode ser relacionada com o periodo a qual as espécies foram conduzidas em campo. O
crescimento e desenvolvimento do orégano para o (corte 1) foi na estacéo do verdo, época
de maior fotoperiodo e incidéncia solar, em compara¢do ao outono, e como 0 orégano é
uma espécie do mediterraneo, a maior incidéncia de radiacdo neste periodo, pode ter
influenciado as maiores taxas fotossintéticas (Nikou et al., 2019).

A clorofila “a” é o pigmento mais utilizado na fase fotoquimica, porém a clorofila
b e os carotenoides, pigmentos acessorios, também auxiliam na absorcdo de luz e na
transferéncia da energia para os centros de reacdao nos fotossistemas, para efetivacdo da
fotossintese (Streit, 2005; Kraus, 2006). No entanto, as estruturas quimicas destes
pigmentos sdo consideradas instaveis e facilmente degradadas quando expostas a fatores
ambientais adversos.

Abd El-Hadi et al. (2009) através da inoculacdo de cepas ambientais de
Azospirillum lipoferum ou/e Azotobacter chroococcum, aplicadas pelo método suspenso,
observaram maiores teores de clorofila no primeiro corte em relagdo ao segundo, e que a
inoculagdo de PRPG promoveu maior teor de pigmentos fotossintetizantes em
comparacao a testemunha.

Corréa et al., (2010) avaliaram a influéncia da fertilizacdo organica no cultivo de
O. vulgare e observaram maior clorofila a, b e clorofila total em plantas fertilizadas
organicamente do que no controle (sem fertilizacdo). Vafadar (2014) estudando bactérias
promotoras de crescimento em plantas em sinergia a fungos micorrizicos em Stevia
rebaudiana, também constataram influéncia dos tratamentos no conteudo de clorofila.
Bem como Mohsen et al. (2016), constatou diferenca nos teores de clorofila (a e b) e
carotenoides para Calendula officinalis L.

Tabela 5. Average of chlorophylls a, b, total and carotenoids of the species O. vulgare L.
grown under the influence of métodos de inoculagdo de PRPG

Inoculante Clorofila a Clorofila b Clorofila total Carotendides

mg g * folha fresca

Verao Outono Verao Outono Verao Outono Verdo Outono

T1 0.13 aA 0.06 aA 0.08 aA 0.01 aA 0.08 aA 0.04 aA 0.13 aB 0.01 aA
T2 0.38 bB 0.03 aA 0.17 bB 0.02 aA 0.18 bB 0.04 aA 0.23 bB 0.02 aA
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T3 0.39 bB 0.02 aA 0.18 bB 0.02 aA 021 bB 0.06 aA 0.30 bB 0.01 aA
T4 0.33 bB 0.03 aA 0.13 bB 0.02 aA 0.17 bB 0.06 aA 0.38 bB 0.02 aA
T5 0.23 aB 0.04 aA 0.08 aA 0.01 aA 011 aA 0.06 aA 0.19 aB 0.02 aA

Tratamentos seguidos de letras iguais, sendo mindsculas na coluna e maidsculas na linha ndo diferem
significativamente pelo teste de médias Scoot-Knoot a p < 0.05%.

3.3 Analise do rendimento de 6leo essencial

A Figura 2, mostra que o rendimento (g de EO planta ~*) de dleo essencial (EO)
de O. vulgare L quando submetido a diferentes métodos de inococulacdo de PRPG em

duas épocas de corte, apresentam interacdo e diferenca estatistica significativa.
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Figure 2. Rendimento (g / planta?) de éleo essencial de Origanum vulgare L. no primeiro
corte (verdo) e segundo corte (outono). submetidas a diferentes manejos nutricionais no
campo. quanto a forma e origem de aplicacdo de microrganismos promotores de
crescimento.

O maior rendimento de 6leo essencial (OE) foi obtido quando o Origanum vulgare
L. foi submetido a aplicagdo do vermicomposto inoculado com Bacillus subtilis
imobilizado (T4), com rendimentos de 0,0226 (g OE plant™) e 0,0752 (g OE plant®) no
primeiro e segundo corte, respectivamente. Para a aplicacdo de vermicomposto inoculado
com microorganismos ambientais (T2), o rendimento de OE aumentou no segundo corte,

em relacdo ao primeiro de 0,0113 (g OE plant®) para 0,0481 (g OE plant?). Verifica-se
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em relacdo a testemunha soil (T1) que o método de inoculacdo com aplicacdo de
vermicompostagem inoculado com microrganismos, potencializou o rendimento de 6leo
essencial do orégano.

Neste sentido, ja se tem varios estudos que apontam como o rendimento de 6leo
essencial podem ser influenciados pelas caracteristicas edafoclimaticas, como clima,
altitude, manejo nutricional, sazonalidade, fatores bioticos e abi6ticos (Luz et al., 2014;
Paulus et al., 2013).No entanto, o foco de andlise desta pesquisa foi a avaliacdo do
rendimento do Oleo essencial quanto ao método de inoculacdo e origem de PRPG o
veiculo de aplicacdo do inoculante, se de forma liquida ou sélida, bem como a origem do
microrganismo, seja o isolado de Bacillus subtilis; a comunidade microbiana coletada na
mata ciliar e uma formulacdo comercial de microrganismos promotores de crescimento,
em relacdo a testemunha solo.

Existe diferenca significativa no rendimento de 6leo essencial (OE), variando de
16% a 34% em relacdo aos métodos de inoculacdo de PRGP, com aumentos na produgéo
que variam de 50% a 70%, em funcdo do método de inoculacédo e origem da PRPG. Para
aplicacdo do inoculante Bacillus subtilis (bacillus), é observado que o microrganismo
imobilizado em capsulas de alginato (T4), na forma inerte, é mais eficaz para a producao
de OE com producéo de 34% e 39% (1° e 2° corte), em relagcdo ao suspenso (T5), com
producdo de 16% de OE. O que contribuiu para 0 aumento de 50% no rendimento de OE
de um método de inoculacgdo para o outro, independente da época de corte.

Em relacdo a origem do microrganismo, se de forma comercial (T3) ou ambiental
(T2), através da coleta na mata ciliar, o inoculante ambiental proporcionou maior
rendimento de OE com produgéo de 0,0113 (g OE plant?) e 0,0481 (g OE plant®) (T2) e
0,0079 (g OE plant?) e 0,0366 (g OE plant®) (T3), no primeiro e segundo corte,
respectivamente, ficando seu rendimento abaixo somente da aplicacdo do inoculante
Bacillus subtilis imobilizado (T4). O conhecimento quanto as formas de aplicacdo e a
origem dos microrganismos promotores de crescimento em plantas medicinais, é de
fundamental importancia, pois influenciam significativamente na resposta da cultura
quanto a producéo de dleo essencial.

Neste sentido, um dos menores rendimentos de 6leo essencial foi evidenciado na
aplicacdo do inoculante comercial (T3), que pode ser explicado em funcéo da reducédo da
populacdo microbiana presente no produto envasado. Embora 0 mesmo seja ativado para
0 uso de acordo com as prescricbes do fabricante, pressupondo a reativacdo dos

microrganismo e posterior multiplicagdo, verifica-se baixa eficiéncia do inoculante
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comercial, que pode ser em fungdo da formulacdo, acondicionamento, dentre outros
fatores ambientais que podem afetar a qualidade e eficacia do produto comercial.

Para o inoculante ambiental (T2), cuja origem se deu pela coleta dos
microrganismos na mata ciliar, verifica-se eficiéncia no rendimento de OE, este fator
pode ser relacionado com a diversidade da comunidade microbiolégica coletada,
multiplicada e reaplicada atraves do veiculo de inoculagdo vermicomposto. Estudos
constatam que a captura de microrganismos ambientais € uma ferramenta potencial para
agricultura familiar, melhorando a qualidade do substrato organico a ser utilizado para o
cultivo de espécies vegetais.

Em relacdo a inoculacdo do Bacillus subtilis pelo método suspenso (liquida) (T5)
e imobilizado (encapsulado) (T4), verifica-se que quando o microrganismo é imobilizado
em cépsulas de alginato, o material inerte possibilita uma liberacdo mais lenta e gradual
darizobactéria, e como ela possui enddsporos, estruturas de resisténcia para a colonizagéo
da rizosfera, sua populacdo pode ter aumentado gradativamente em funcgéo da liberacéo/
dissolucéo lenta do material envolto ao microrganismo. Bem como, a presenca de matéria
organica no solo, a partir da aplicacdo do vermicomposto puro (V3) também rico em
Bacillus, assegura um ambiente propicio para a vida/atividade dos microrganismos
presentes no solo, no vermicomposto e potencializados a partir da inoculagédo do Bacillus.

Em contrapartida, para a forma suspensa (T5), o rendimento do OE é inferior ao
imobilizado (T4). Porém, ndo se sabe ao certo se este fator se deve a “lixiviagao” dos
microrganismos ao longo do perfil do solo, assim como ocorre para 0s nutrientes, o que
acarreta em reducdo da populacéo na rizosfera ou se devido ao local de aplicagdo, pois
como 0s microrganismos apresentam baixa mobilidade no solo, 0 método de aplicagdo

pode estar dificultando a colonizacgdo da rizosfera pela bactéria.

4 Analise das Componentes Principais (PCA)
4.1 Constituintes Majoritarios

A analise de componentes principais foi realizada para explicar a relacdo entre os
diferentes métodos de inoculagdo de microrganismos promotores de crescimento (PRPG),
em duas estagdes de corte (verdo e outono) e os constituintes majoritarios do oOleo
essencial de orégano.

Segundo o critério de Kaiser, que considera apenas 0 uso dos componentes que
apresentam um autovalor maior que um, apenas 0s dois primeiros componentes principais

(PC1 e PC2) foram utilizados (Tabela 6). Pois esses dois componentes juntos explicam
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80,09% da variacdo total, sendo adequado para explicar a relacdo entre os métodos de
inoculacdo e os constituintes majoritarios nas duas épocas de corte.

O primeiro componente principal (PC1 - Figura 3) explica 51,24% da variancia
total com fortes carregamentos positivos (> 0,7) no Sabinene, Terpinene, e gama-
Terpineno, carga negativa forte (<-0,7) no hidrato de trans-Sabinene, e carga negativa
moderada (<-0,5) em Carvacrol. Maiores concentracfes de Sabinene, Terpinene, e gama-
Terpineno foram observados no 6leo essencial (OE) de orégano sem tratamento (T1) e no
OE de orégano tratados com vermicomposto com inoculante comercial (T3) ou com
vermicomposto inoculado com Bacillus subtilis imobilizado (T4) no verdo. Maiores
concentracdes de hidrato de trans-Sabinene e Carvacrol foram observadas no OE de
plantas de orégano tratadas com vermicomposto inoculado com Bacillus subtilis
imobilizado (T4) no outono e com vermicomposto com a aplicacdo de Bacillus subtilis

na forma suspensa (T5) no verao.
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Figura 3. Biplot dos dois primeiros componentes principais PC1 e PC2 com o0s
tratamentos agrupados de acordo com a época de corte (verdo e outono). Tratamentos: T1
- Solo; T2 - vermicompostagem com inoculante ambiental; T3 - vermicompostagem com
inoculante comercial; T4 - vermicomposto + inoculante imobilizado de Bacillus subtilis
(cépsula); T5 - vermicomposto + inoculante suspenso de Bacillus subtilis (liquido).
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O segundo componente principal (PC2) explica 28,85% da variancia total com um
forte carregamento positivo (> 0,7) em 0-Cymene, carga positiva moderada (> 0,5) em
Terpinen-4-ol, e carga negativa moderada (<-0,5) em gama-Terpineno. Maiores
concentracdes de o-Cymene foram observadas no o6leo essencial (OE) de plantas de
orégano em vermicomposto com a aplicacdo de Bacillus subtilis na forma suspensa (T5)
no outono. Maiores concentracOes de Terpinen-4-ol foram observadas em todos os
tratamentos no outono. Maiores concentragdes de gama-Terpineno foram observadas no
OE de plantas de orégano tratadas com vermicomposto com inoculante comercial (T3)

ou com vermicomposto inoculado com Bacillus subtilis imobilizado (T4) no veréo.

(X10.000.000)
7.0 A
18 I :
6.0 |
L L l I l '\N A n] A l A ‘;_h At Jl\ ‘ A A’L__J‘; A
50 T4
4.0
’ \ ' T3
18 1 ot H
30 A Ay I II )1&% A ! A ‘il A \‘ ‘}\ Al ]
] |
2.0 \ ; f ’ | T2
" I | l‘: JNE ale o | < 4 ‘ | ki
109 o-cymene—, le—gama-terpinene - terpinen-4-ol
| R-' trans-sablnine-hydrate ek T
L " ' \ wl\\'.j A Ty, S | A i A I
; 75

5.0 10.0 12.5 15.0 4TS 200 225 250 275 30.0 325 35.0 375 400 425 450 47.5 50.0

(X10.000.000)
7.0

B |
T5
N
e L L { | !LI A\l Al” \ 1 o | }\ A A
S0 T4
|
A4 h ‘ | ‘ T3
30 | ‘
L L { I\ )\U.L" Hr 4 |“ ) ” I‘ X ‘Iw ““ A . LA A
- ] } T2
. " "J".Jl Lol i . () iy A
1.0 R - ga}na-terpmene |~—terpinen-4-ol Sl T1
| | -—trans-sabqgne-hydrate ‘
1 " i'_’u’- “' | | f_ : A | ‘w_ i I . A

5.0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 50.0

Figure 4. Cromatograma do perfil fitoquimico do 6leo essencial em Origanum vulgare
L. no primeiro corte A (verdo) e segundo corte B (outono), submetido a diferentes
métodos de inoculagédo de PRPG.
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5 Discussao
5.1 Métodos de inoculacgéo e origem das PRPG

Estudos quanto ao método de inoculacédo e origem de das rizobactérias promotoras
de crescimento (PRPG) esta mais avancgada para as espécies leguminosas fixadoras de
nitrogénio. Em estudos realizados por Ronsani et al., (2013), as diferengas quanto a
nodulagdo do sistema radicular por Bradyrhizobium esta relacionado ao método de
inoculacdo (liquida ou turfosa), a qual constataram que a inoculacao turfosa por nao ser
tdo volatil como a liquida, pode aumentar a estabilidade de permanéncia da bactéria no
solo, devido a protecdo das bactérias oferecidas pelo inoculante, contribuindo para a
sustentacdo da viabilidade bacteriana.

O método de inoculacdo no sulco de semeadura, proporcionou produtividade
superior a inoculacdo tradicional nas sementes este resultado contribui para a
compreensdo quanto a localizacdo para a aplicacdo dos inoculantes em relagdo a
eficiéncia de colonizacdo e atividade simbiotica planta — microrganismo. A inoculagao
na semeadura (sulco de plantio), também contribui para 0 manejo e plantio, bem como, a
melhor resposta das plantas ao inoculante se da quando as bactérias estdo espacialmente
préximas ao sistema radicular, nas primeiras semanas de desenvolvimento (Hirsch et al.,
2003; Schuh et al., 2005).

De acordo com Bashan et al. (2014) os inoculantes para serem eficazes precisam
apresentar caracteristicas basicas como: promover o crescimento bacteriano; as células
precisam permanecer viaveis por um determinado tempo; e garantir a liberacdo da
populagéo bacteriana. Dentre os estudos realizados por Vassilev et al., (2015); Reetha et
al., (2014), o método mais eficaz para a introducéo bacteriana no solo € o encapsulamento
das células bacterianas em matrizes de gel hidrolisaveis, como € o caso do alginato de
sodio/calcio, que pode aumentar a taxa de sobrevivéncia e manutencdo das células
viaveis, devido a sua degradacéo lenta no ambiente, acarretando em liberagéo lenta das
bactérias sem causar estresse ao ecossistema.

O alginato utilizado no encapsulamento de Bacillus subtilis no método de
inoculagédo (T4), sdo gomas naturais, ndo toxicas, compostas de extrato de algas marinhas,
que é um copolimero de a-L-gularonate e a-D-mannuronate capaz de formar géis estaveis
biodegradaveis, formado por polissacarideos (Schuh, 2005; Papageorgiou, 2006). E por
hidratarem-se facilmente sdo muito utilizados na industria para a imobilizagdo de células

na forma de esferas.
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Sendo assim, quando utilizados na imobilizacdo de microrganismos a serem
aplicados na forma inerte, oferecem varias vantagens quanto a protecdo do
microrganismo a ser liberado na rizosfera da planta. Carvalho, (2005) estudando a
esporulacao e fisiologia do Bacillus subtilis, observou que a presenca de meios contendo
fontes de carbono como glucose, favorecem a producdo de compostos bioativos por B.
subtilis. Os fatores supracitados acima podem ser correlacionados a eficiéncia de
inoculacdo do Bacillus encapsulado (T4) que influenciou de forma significativa para o
aumento na producdo de biomassa seca e no rendimento de OE de orégano.

Outro fator observado, é que quando as bactérias ndo estdo protegidas por
biopolimeros, por exemplo, quando s&o aplicadas ao solo na forma liquida, em funcédo da
ndo protecdo oferecida pelo encapsulamento das células bacterianas, pode ocorrer
predacdo da microfauna do solo, onde as bactérias podem competir com a microflora
nativa para se adaptar e suportar a predacdo, ou seja, o bioinoculante (alginato) fornece
um microambiente adequado, combinado a protecdo fisica para a introducdo da bactéria
(PRPG) no solo (Reetha et al., 2014; Bashan, 2014), contribuindo no desenvolvimento da
planta e resultando em maior rendimento de 6leo essencial (Figura 1.).

Tal fator pode ser comparado ao uso recorrente de turfa como veiculo inoculante
comercial para a cultura da soja, j& que ela oferece protecdo a bactéria contra o
ressecamento e favorece a multiplicagdo e sobrevivéncia do rizébio (Denardin, 2006).
Para a eficacia da aplicacdo de inoculantes comerciais, outras caracteristicas que afetam
a viabilidade da comunidade microbiana devem ser consideradas, como: o tempo de
armazenamento, embalagem, estirpes, condi¢cbes adequadas como temperatura e
umidade, data de fabricagéo, todos fatores determinantes, que podem acarretar no estresse
das células bacterianas (Aguilera et al., 2017).

Quanto ao método de inoculacdo comercial (T3) em Orégano, o rendimento de
OE foi 14% menor, em relacdo ao inoculante ambiental (T2), esta diferenca pode ser em
funcdo da reducéo da taxa de colonizacgdo e populacdo microbiana presente no produto
comercial, corroborando com as pesquisas realizadas por (Corkidi et al., 2004, Tarbell;
Koske, 2007; Wiseman et al., 2009; Antunes et al., 2012; Laditi et al., 2012; Hale, 2012)
gue ndo constataram efeitos significativos para inoculantes comerciais de
microrganismos (rizobactérias, fungos arbusculares) disponiveis no mercado, seja
realizando testes de campo ou em meios autoclavados. O estado fisico do inoculante, o

meétodo de aplicacéo e a caracteristica, quanto ao nimero viavel de células microbianas,
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€ 0 que permite a maior eficiéncia e sobrevivéncia das células bacterianas, sendo um dos
fatores limitantes para a maximizacdo de utilizacdo desta tecnologia.

Existe uma complementariedade da aplicagédo de microrganismos promotores de
crescimento de plantas a comunidades ja presentes no solo ou substrato, como a
vermicompostagem. No entanto, a planta seleciona os tipos de microrganismos presentes
na diversidade rizosférica, através dos exsudatos como aminodcidos, esterois, &cidos
organicos (Misra et al., 2019; Wang et al., 2018). E de acordo com Kalra et al., (2010) a
adicdo de vermicomposto ao solo, pode aumentar a populacdo de microrganismos na
rizosfera, como foi observado para a populacdo de Rhizobium e Bacillus, bem como o
vermicomposto pode ser um étimo veiculo inoculante para aplicacdo de bactérias ao solo.

De acordo com Andrade, (2004), “a diferengca quanto a origem dos
microrganismos no sentido de preferéncia maior ou menor, pode ser em funcdo da
dindmica interativa entre planta e microrganismo”, ou seja, existe uma competi¢ao entre
a diversidade de microrganismos do sistema, onde a planta pode emitir sinais especificos
favoraveis a colonizagcdo. Esta interacdo planta — microrganismo, se da na ordem
estrutural, fisioldgica e bioquimica e algumas rizobactérias podem apresentar maior éxito
de colonizacdo do que outras, em funcdo das estruturas de resisténcia, que permite a
sobrevivéncia, colonizacdo e multiplicacdo mutua e simbidtica, como exemplo o Bacillus
subtilis (Hirata e Andrade Filho, 2011)

Neste sentido, Tahami et al. (2017) investigando as caracteristicas agrondmicas e
o rendimento do 6leo essencial de Ocimum basilicum L. através do método de inoculagédo
via sementes com nitroxin (Azotobacter sp e Azospirillum sp), Biophosphorus (Bacillus
sp e Pseudomonas), a mistura de nitroxin + biophosphorus, ambos produtos comerciais,
constataram diferencas na altura, indice de area foliar, biomassa fresca, seca, teor e
rendimento de 6leo essencial, quando as sementes foram inoculadas com PRPG em
comparacédo ao controle (sem inoculacéo).

Além disso, observaram maiores rendimentos de 6leo essencial no segundo corte
em comparagao ao primeiro, que pode ser em fungéo da liberagéo lenta de nutrientes para
a solugdo do solo pelas PRPG, que através da solubilizacdo do fésforo, fixacdo do
nitrogénio atmosférico e ciclagem de nutrientes, bem como, pela sintese de enzimas,
liberacéo de fitohormdénios como auxina, citocinina e giberilina, influenciam as diferentes
fases do crescimento e desenvolvimento da planta (Pereira et al., 2019).

Abd El-Hadi et al. (2009) no Egito, avaliando o efeito da inoculacdo com cepas
locais isolados de amostras do solo, pelo método de suspensdo, constataram que as
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bactérias Azospirillum lipoferum ou/e Azotobacter chroococcum, quando aplicadas na
presenca de fertilizante orgénico, influenciam no crescimento, biomassa seca, teor de
clorofila e produgdo de dleo essencial de trés espécies de Mentha: Mentha viridis L.,
Japanesemint Mentha arvensis L. e Peppermint Mentha piperita L. nas duas estacdes de
corte. E Aseri et al., (2008) para o cultivo de Punica granatum L., também constataram

efeitos positivos quanto ao uso de cepas nativas.

5.2. Caracteristicas agronémicas, rendimento e perfil do 6leo essencial de O. vulgare
L.

Origanum vulgare L. é a espécie mais variavel do género Origanum, caracterizado
por uma grande diversidade na morfologia e composi¢do quimica (Tucker & Maciarello,
1994 em Matos). Para esta pesquisa quanto aos diferentes métodos de inoculacdo de
PRPG, os compostos quimicos majoritarios identificados no 6leo essencial, foram
basicamente: sabinene, terpinene, y-Terpinene, trans-Sabinene hydrate, 0-Cymene and
Carvacrol.

Segundo Croccon et al., (2010) a maioria dos acessos de O. vulgare, possuem
componentes monoterpénicos, como trans-sabineno-hidrato, p-cimeno, sabineno, cis- e
trans-b-ocimeno e timol, corroborando com os constituintes majoritarios identificados
para os OE (Figura 3). De acordo com Grevsen et al. e Baranauskiene” et al. (2019) os
constituintes do 6leo essencial de orégano grego apresentaram varia¢fes consideraveis
em suas composi¢cdes quantitativas relacionadas a ontogénese da cultura e o0s
componentes predominantes foram o carvacrol, timol, p-cimeno e y-terpineno.

Os dois principais compostos identificados por Fikry et al., (2019) em estudo
realizado no Egito, foram terpinen4-ol (38,35%) e hidrato de trans-sabineno (10,06%). Ja
para estudos realizados no Brasil por Pradebon Brondani et al. (2018) foram identificados
além do timol (21,95%) e carvacrol (4,71%) que sdo os monoterpenos fendlicos, o a-
terpineno (5,91%), p-cimeno (1,13%), g-terpineno (2,43%) e limoneno. Luz et al., (2016)
identificaram o0 myrcene, orto-cymene, y-terpinene e carvacrol como 0s constituintes
majoritarios, e o 4-terpineol em menores quantidade. Ja Corréa et al., (2010) constataram
gue os constituintes majoritarios foram o hidrato de trans-sabineno, hidrato de cis-
sabineno, terpinen-4-ol, alpha-terpineol e timol, ambos estudos com adubag&o orgéanica

ou inoculacédo de PRPG.
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Algumas espécies de O. vulgare podem ter como marcadoras 0S maiores
contetidos de carvacrol ou timol, no entanto, esta afirmagdo néo se aplica a espécie de
orégano em estudo, pois observa-se que embora o carvacrol tenha sido identificado como
constituinte majoritario, ele ndo pode ser considerado o marcador da espécie, uma vez
que as percentagens dos constituintes majoritarios sdo variaveis e em quantidades
similares (Figura 3). Neste sentido, os resultados corroboram com De Mastro et al., (2004)
cuja avaliacdo agronémica e tecnoldgica de biodtipos de orégano, ndo foi possivel
identificar uma detecc¢éo clara de um quimiotipo especifico.

De modo em geral, todos as pesquisas apontam que o perfil fitoquimico das
espécies de Orégano podem variar em funcdo da origem do acesso, estagio de maturacao,
manejo cultural, aspectos ambientais e edaficos, método e época de colheita, bem como
o solvente utilizado na anélise (Fikry et al., 2019; Luz et al., 2016; Pradebon Brondani et
al. 2018; Corréa et al., 2010).

Estudos quando a influéncia da data de colheita nos rendimentos e na qualidade
de O. vulgare spp realizado por Krol et al., (2019), constataram variagdes na composicao
quimica de seus 6leos essenciais durante a ontogénese, periodo este que hd um grande
namero de transformacGes manifestadas na variabilidade de processos e mudancas
morfolégicas. Bem como, o perfil ou o contetdo do OE, sdo influenciados pelas
condicBes ambientais, sendo necessarios estudos quanto a melhor época de colheita, para
garantir a mais alta qualidade e rendimento produtivo.

Como o Oleo essencial é produzido nos tricomas glandulares situados na parte
aérea das plantas, que consistem em um agrupamento de células secretoras coberto por
uma cavidade de armazenamento subcuticular onde o 6leo essencial se acumula dentro
das células secretoras (Crocoll et al., 2010), é possivel inferir que 0 aumento no teor de
biomassa seca em fungdo dos tratamentos, influenciou positivamente o incremento do

rendimento de 6leo essencial.

6 Conclusfes

e Conclui-se que o Bacillus inoculado pelo método encapsulado (T4) em
comparagdo ao método suspenso (T5) apresenta maior eficacia e qualidade da
inoculacgéo;

e O Bacillus inoculado pelo método encapsulado (T4) aumentou a producgédo de

biomassa seca e rendimento do 6leo essencial de O. vulgare L;
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e A época de corte influéncia as caracteristicas agronémicas e rendimento de 6leo
essencial;
e O inoculante de origem ambiental (T2) coletados na mata ciliar, ¢ uma ferramenta
agroecoldgica importante e viavel para agricultura familiar;
e A vermicompostagem & um 6timo veiculo para inoculacdo de rizobactérias
promotoras de crescimento em plantas;
Financiamento
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Artigo 5
Content, yield and phytochemical profile of Origanum vulgare L. cultivated in
agroecological and conventional production system

(Artigo estruturado nas normas da Industrial Crops and Products)

Abstract: The objective was to evaluate the influence of agroecological management,
through the application of vermicompost with and without the inoculation of
microorganism (Bacillus subtilis, using a commercial inoculum and other inoculum
obtained from a riparian forest), compared to conventional management (using the NPK
synthetic fertilizer), in two cutting seasons regarding the content, vyield, and
phytochemical profile of the Origanum vulgare L. EO. The cut in the autumn period
impacted an increase in the EO content in all treatments. The application of vermicompost
inoculated with immobilized B. subtilis promoted the highest EO yield (8.35 Kg/ha and
8.95 L/ha). The application of vermicompost inoculated with beneficial microorganisms
are able to replace the application of NPK without reducing the content and yield of
oregano EO, besides presenting better results over time. Thus, the vermicompost
production and its use with beneficial microorganisms in oregano cultivation are potential

social technologies and tools to be disseminated to traditional and family farmers.

Keywords: vermicomposting; Bacillus subtilis; beneficial microorganism; essential oil;

carvacrol.
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1 Introduction

With the advent of the green revolution, agricultural crops were established
through the use of synthetic fertilizers, pesticides, land mechanization and latifundium
concentration (Lazzari and Souza, 2017; Matos and Pessoa, 2011). The indiscriminate
use of agrochemicals is also evidenced in the cultivation of medicinal species, which can
lead to contamination of raw materials destined to the production of herbal medicines, as
is the case of essential oils. Several products consumed in fresh or dehydrated form have
presented high concentrations of pesticides and heavy metals (Pereira and Raimunda,
2016).

The cultivation of medicinal plants demands attention since these plants will be
applied for therapeutic, pharmacological or food purposes, being of interest the traditional
and agroecological practices (Pereira, 2019). In this context, the reuse of food and
agricultural waste through vermicomposting is a potential tool to be applied in the
cultivation of medicinal species, since it involves an accelerated process of bio-oxidation
and stabilization of waste through from the interaction of earthworm species and
microorganisms (Nikou et al. 2019; Singh et al. 2017; Déria et al. 2017; Jiang et al. 2016;
Luz et al. 2014).

Vermicomposting is a suitable technology for on-farm bioconversion of organic
compounds Velmourougane, (2011). The composting process occurs naturally due to the
action of the microorganisms, in aerobic conditions, that provide the biomineralizing
through of degradation of material organic (Zhu et al. 2019). Furthermore, the suppression
of some pathogens may occur during the composting process (Milinkovic et al. 2019).

According to Padmavathiamma and Sakthivel, (2011), vermicomposting is rich in
macro and micronutrients, humic substances, phytohormones, and microorganisms that
promote plant growth. Earthworm activity in biodegradation increases the population of
beneficial microorganisms in the soil (Pathma et al. 2011) which produce plant hormones
and improve the availability of nutrients to plants (Suthar, 2014), factors that are
beneficial to plant production (Ayyobi et al. 2014; Chatterjee et al. 2014).

Studies with O. vulgare L. Nikou et al. (2019), Mentha piperita L., Rosmarinus
officinalis L. (Ganjali and Kaykhail, 2017) and Ocimum basilicum L. (esmajelpour et al.
2017), showed greater efficiency in plant growth with the application of vermicompost in
relation to synthetic fertilizer (NPK) or control (soil), emphasizing that synthetic fertilizer

can be largely replaced by vermicompost in the cultivation of medicinal species.



152

Among these species of great economic importance, it is worth mentioning the O.
vulgare L., which has been cultivated for its flavoring properties. Popularly known as
oregano, it is a medicinal and condiment plant of remarkable flavor, being marketed as a
spice. In addition, essential oil (EO) can be extracted from its shoot, which is considered
the most important product of this species (Fick et al. 2019; Camiletti et al. 2016;
Sarikurkcu et al. 2015; Suzuki et al. 2015). O. vulgare L., belonging to the family
Lamiaceae, a species originating in North Africa, the Mediterranean and other countries,
has a diversity of chemotypes widely used worldwide (Sarrou et al. 2017; Lukas et al.
2015). For studies conducted in Brazil, Sarikurkcu et al. (2015) identified the following
constituents (oil percentage): y-terpinene (30.5), carvacrol (15.7), terpinen- 4-ol (13.0),
geraniol (7.1) and cis-ocimene (7.0). According to the authors, these are remarkable
substances in this species.

The chemical composition, yield and content of essential oil may change
according to edaphoclimatic characteristics, such as seasonality, climate, soil type,
altitude, nutritional management, harvest time, biotic, abiotic and genetic factors (El-Hadi
et al. 2009; Paulus et al. 2013). In addition to these factors, it is currently known that
there is a wide variety of eliciting agents, such as rhizobacteria (PGPR), humic
substances, efficient microorganisms, algae extracts, among others (Bhattacharyya et al.
2012, Olivares et al. 2017; Canellas et al. 2015), which have been applied in the
cultivation of medicinal species, because they influence ontogeny, production of
secondary metabolites, biosynthesis, efficiency and absorption of nutrients by species
(Pereira et al. 2019).

Besides being of great importance for the quality, productivity and yield of the
production of plant species, the application of vermicomposting and eliciting agents is
also of enormous environmental relevance and for the reduction of contamination of food
and herbal medicine, as well as the exacerbated use of non-renewable natural resources,
which are expropriated and continuously processed for the manufacture of synthetic
fertilizers.

In this sense, the objective of this research was to compare the content, yield of
essential oil and phytochemical profile of Origanum vulgare L. submitted to different
agroecological managements, with and without inoculation of microorganisms, in

relation to conventional cultivation, in two cutting seasons.
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2 Material and Methods

The experiment was carried out in the field. Prior to the planting of O. vulgare L.,
the vermicompost was formulated and the rhizobacteria that promote plant growth were
inoculated, which configure agroecological treatments. In this way, the material and
methods will be described in stages to understand the formulation of the vermicompost

and its application in cultivation.
2.1 Vermicompost formulation and rhizobacterial inoculation

The vermicompost was produced in the Biodiesel Sector of UFLA, through the
pre-composting of organic residues from the university restaurant and plant residue from
the campus landscaping, without prior treatment, packed in masonry blocks with a
volume of 1m?3 (each cell).

In the pre-composting phase, 3 cells were used. One cell was conducted without
inoculation of microorganisms (T2). The second cell was conducted with inoculation of
environmental microorganism - EM (T3), captured in the native forest of the UFLA
campus at six points according to the methodology proposed by Countinho (2011). The
third cell was inoculated with commercial microorganisms (T4) prepared according to
the manufacturer's recommendations. After 90 days, with the material still in the pre-
maturation phase, cattle manure and Californian red earthworm (Eisenia fétida) were
added in each cell to start the vermicomposting phase of the pre-composted material,
remaining for another 60 days in masonry blocks for biotransformation and full
maturation of vermicompost.

After biotransformation of the materials, the vermicompost was packed in
microfiber bags, separated according to the treatments/inoculations (pre-composting),
and sent to the planting area of O. vulgare L.. In the field, the pure vermicompost was
fractionated into three new parts. The first part was applied purely in the soil without
inoculation of microorganisms (T2). The second part was inoculated with B. subtilis in
an immobilized form (inert) in alginate capsules (T5), applying 10 capsules per plant (10°
colony-forming unit (CFU) per capsule). The third part was inoculated with B. subtilis in
a suspended form in agar solution (T6), applying 10 mL per plant (10° CFU/mL). All
agroecological treatments (T2, T3, T4, T5 and T6) composed by the application of
vermicompost, with and without rhizobacteria inoculation, were applied in the amount of
6 L/m2
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The conventional treatment consisted of the application of synthetic fertilizer NPK

10-10-10 applying 80 g/m? (T7). Finally, a control treatment was performed without the

application of fertilizers, corresponding to the cultivation in soil (T1). Table 1 shows the

description of each treatment applied to the O. vulgare L. crop.

Table 1. Treatments used in the experiment.

Treatment Code Method

Soil (control) T1 Control without
fertilization

Pure vermicompost T2 Agroecological
Environmental vermicompost T3 Agroecological
Commercial vermicompost T4 Agroecological
Pure vermicompost + immobilized Bacillus T3 Agroecological
subtilis
Pure vermicompost + suspended Bacillus T6 Agroecological
subtilis
Synthetic fertilizer (NPK) T7 Conventional

2.2 Field conduction

After the vermicompost formulation, the experiment was conducted in the field,

in the experimental area of the Plant Tissue Culture Laboratory of the Federal University
of Lavras (UFLA), under the geographical coordinate Lat. -21.223062 and Long. -
44.972369. The O. vulgare L. exsiccate is deposited in the herbarium ESAL/UFLA, under

registration no. 22.156.

The seedlings were obtained from apical cuttings from matrix plants of the

Medicinal Plants Garden of UFLA and rooted in expanded polypropylene trays of 128

cells. After 30 days, the seedlings were transplanted to the field, in randomized blocks

experimental design, with three replications and eighteen plants per plot, spaced at 0.25

x 0.25 cm.
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2.3 Extraction of essential oil

The stems of the plants were cut 5 cm from the soil after 95 days of planting, when
the first plants started the flowering phase. In the first and second cut were harvested,
respectively, 3.7 and 7.5 kg of fresh biomass in total, varying the quantities according to
each treatment. Occasionally, the material was fractionated, allocated in kraft paper bags

and taken to a forced air circulation oven at 30 °C until constant mass.

For essential oil (EO) extractions, the dry shoot was cutted into small pieces,
weighed, and placed in a round-bottomed balloon of 5 L. Then, deionized water was
added to the balloon until submerging the plant material, and it was wrapped in a thermal
blanket and submitted to hydrodistillation for 3 h using a Clevenger type device, which
procedure was repeated three times. After extraction, the EO was dried with anhydrous
Na>SO4 and packed in glass jars that were stored at a temperature below 0 °C.

2.4 Gas chromatography — mass spectrometry analysis

Gas chromatography with mass spectrometry (GC—MS) analysis was performed
in a Shimadzu GC-MS QP2010 system, equipped with fused silica capillary column (30
m long and 0.25mm internal diameter), with RTX®-5MS stationary phase (0.25 um film
thickness). The carrier gas was helium, with a flow of 1.0 mL/minute. The mass spectra
were obtained by impact of electrons at 70 eV, with a scan of 45 to 400 (m/z), and 1 pL
of the prepared oil solution, using acetone as the solvent, was injected at a concentration
of 10 mg/L, a split ratio of 1:20 was used, initial column temperature of 60 °C with
programming to increase 2 °C per minute until reaching the temperature of 200 °C, and 5
°C per minute until reaching a maximum temperature of 250 °C. As an external standard,
a mixture of linear alkanes (Co-C17) was used. The relative percentage of each compound
was calculated using the ratio between the area of each peak and the total area of all

constituents in the sample.

The arithmetic indices were calculated according to the following formula:

{RTx) — RTepy) }
{RT(PZ +1) — RT(PZ)}
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Where: X: compound of interest; Pz: number of hydrocarbon carbon atoms with retention
time prior to the retention time of compound X; RTx): retention time of compound X;
RTz): is the retention time of the Pz compound; RTez+1): hydrocarbon retention time

with retention time after the retention time of compound X.
2.5 Statistical analysis

To compare the results, homoscedasticity and normality tests were previously
performed by the ASSISTAT software®2. Then the data were submitted to analysis of
variance, by the F test, using the statistical program (SISVAR) and the Scott-Knott mean

test®® was applied.
3 Results
3.1 Essential Oil Content and Yield

The essential oil (EO) content obtained by hydrodistillation of the aerial parts of
O. vulgare L. (oregano) submitted to different field cultivation systems (Figure 1) showed
a statistically significant difference (p<0.05) between the treatments, for the first and

second cut.
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Essential oil content (g/g)
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dndcut 027833 0.27083 042587 030380 047510 0.36677 0.36020

Figure 1. Content (%) of essential oil of O. vulgare L. in the first cut (summer) and
second cut (autumn), submitted to different nutritional managements. * Bars with equal

letters do not differ from each other according to Scott-Knott test (p < 0.05).



157

In the first cut, the highest content of EO was observed in O. vulgare L. submitted
to the application of vermicompost + immobilized B. subtilis (T5) and to NPK (T7),
presenting 0.4976% and 0.5086%, respectively (Figure 1). However, for the second cut,
there was a reduction in the EO content when NPK (T7) was applied (Figure 1). For the
application of vermicompost inoculated with environmental microorganisms (T3), the EO
levels increased in the second cut in relation to the first. In the application of only
vermicompost (T2) it was also possible to evidence a reduct ion of EO from the first to
the second cut, similar to the application of NPK (T7).

For the essential oil yield (Figure 2A and 2B) the agroecological management
through the application of vermicompost + immobilized B. subtilis (T5) promoted the
highest EO production, presenting 2.50 Kg/ha and 2.68 L/ha in the first cut and 8.35
Kg/ha and 8.95 L/ha in the second cut, being higher than the conventional cultivation
with synthetic fertilizer NPK (T7), which promoted a production of 2.13 Kg/ha and 2.28
L/ha in the first cut and 5.63 Kg/ha and 6.02 L/ha in the second cut. The application of
NPK (T7) and environmental vermicompost (T3) were statistically equal in the second
cut, with EO yields of 6.02 and 5.71 L/ha, respectively. The soil without vermicompost
or microorganism application (T1) showed the lowest EO yield, with 0.69 Kg/ha and 0.73
L/ha in the first cut and 2.23 Kg/ha and 2.39 L/ha in the second cut.
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Figure 2. Essential oil yield in kg/ha (A) and L/ha (B) of O. vulgare L. in the first cut
(summer) and second cut (autumn), submitted to different nutritional managements. *
Bars with equal letters do not differ from each other according to Scott-Knott test (p <
0.05).

3.2 Chemical composition of O. vulgare L. essential oil

In the chemical analysis of essential oils obtained from oregano cultivated in
different field cultivation systems, 61 constituents were identified. Nineteen constituents
were identified for the first and second cut, representing from 64.02% to 91.41% of the
total composition of the phytochemical profile of the species (Table 2). In general, there
was no change in the phytochemical spectrum, however, there was a minimal change in
the percentage of constituents as a function of treatments, especially the major
constituents.

Regardless of treatment, most of the identified constituents were oxygenated
monoterpenes (29.43 to 51.79%), monoterpenes without heteroatoms (25.19 to 39.20%).
Sesquiterpenes without heteroatoms were identified for all treatments (3.68 to 8.70%),
except for the treatment with only soil (T1) and the treatment with commercial
vermicompost (T4). Oxygenated sesquiterpenes were not identified in EO composition
of any treatment, and, finally, other constituents were also observed on the chromatogram
but were not identified (Table 2).

Due to the variability of the chemical structure of secondary metabolites, for some
retention times it was not possible to effectively affirm the definition of a single

compound. In this sense, in order to avoid misunderstandings about phytochemical
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composition, it was possible to point out the possible compounds for the same retention
time: Sabinene or Tujone in the retention time 6.95; 0-cymene or p-cymene retention time
8.87.

The main hydrocarbon monoterpenes identified were abinene, terpinene and o-
cymene and the oxygenated monoterpenes terpinen-4-ol, carvacrol, y-terpinene and trans-
sabinene hydrate, being considered the major constituents. The seven compounds
represent about 52% to 66% of the total composition of the essential oil of oregano,
although there is no difference in the percentage of the compounds. In general, there are
specific differences in relation to the majority constituents (Table 2), which are of great
importance for the chemical, pharmaceutical and agrochemical industry.

In relation to the cutting time performed in summer and autumn, there is a change
in the major constituents. The percentage of the trans-Sabinene hydrate metabolite for
soil (control) treatment (T1) ranged from 9.41% to 15.67%, while when applied synthetic
fertilizer NPK (T7) ranged from 11.34% to 18.31%. The constituent o-cymene or p-
cymene ranged from 5.10% to 10.54% with the use of pure vermicompost (T2), from the
first cut to the second, respectively. In general, both constituents underwent alterations in
all treatments, even if minimal, when the cut was performed in the fall.

On the other hand, higher percentages of carvacrol were identified when the cut
was performed in the summer, and for the application of vermicompost + suspended B.
subtilis (T6) the retention area ranged from 17.29% to 11.09%, depending on the cutting
time. For the other treatments this change is minimal or null, but with higher levels when

the cut is performed in the summer.

Table 2. Chemical composition of essential oils obtained by hydrodistillation from the
air-dried aerial part of O. vulgare L., in the first cut (summer) and second cut (autumn),
subjected to different nutritional management. T1 - Soil; T2 - vermicompost; T3 -
vermicompost (A); T4 - vermicompost ©; T5 - vemicompost + Bacillus (I); T6 -
vermicompost + Bacillus (S); T7 - NPK.



Treataments (area %)
Sr. RT IR** T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Components ) IR*
No. (min) (ad) | 1° 20 1° 20 1° 20 1° 20 1° 2° req 2° 1° 20
cut | cut | cut | cut | cut | cut | cut | cut | cut | cut | cut | cut | cut | cut
Sabinene or
1 w 6,953 | 971 | 969 | 3,37 | 3,35 | 359 | 3,37 | 3,31 | 3,02 | 3,41 | 3,12 | 3,36 | 3,18 | 2,33 | 3,31 | 3,37 | 3,35
ujone
2 Myrcene 7,534 | 989 | 988 | 2,18 | 1,89 | 2,05 | 2,02 | 1,98 | 1,79 | 2,14 | 1,81 | 2,04 | 1,87 | 1,45 | 1,91 | 2,01 | 1,87
3 Terpinene 8,540 (1015|1014 | 4,22 | 3,25 | 4,49 | 3,64 | 3,83 | 3,57 | 4,19 | 3,11 | 4,12 | 3,59 | 2,52 | 3,28 | 4,07 | 3,11
4 0-Cymene 8,876 1022|1022 | 9,05 | 8,22 | 5,10 |10,54| 5,74 | 8,25 | 7,39 | 8,37 | 6,37 | 8,00 | 5,44 | 9,53 | 6,25 | 8,87
5 Sylvestrene 9,050 [1026|1025| 2,02 | 1,78 | 195 | 2,02 | 1,84 | 1,73 | 194 | 1,73 | 1,87 | 1,80 | 1,37 | 1,85 | 1,83 | 1,78
6 | (2)-B-ocimene | 9,434 (1035|1032 | 524 | 450 | 4,68 | 452 | 4,44 | 430 | 4,84 | 421 | 443 | 452 | 3,63 | 4,63 | 4,36 | 4,42
7 y-Terpinene 10,385 | 1056 | 1054 | 11,69 | 8,20 | 13,42 | 8,09 |11,21| 9,36 |12,77| 7,98 |12,44| 9,29 | 8,45 | 8,20 | 12,59 | 8,02
cis-Sabinene
8 10,751 |1064 | 1065 | 1,59 | 2,39 | 2,14 | 2,04 | 2,05 | 2,19 | 1,88 | 255 | 1,86 | 2,21 | 2,05 | 2,30 | 1,82 | 2,53
hydrate
9 Terpinolene 11,789|1087 | 1086 | 1,43 - | 126|118 | 1,10 | 1,10 | 1,22 - 1,12 | 1,09 1,00 | 1,06 -
trans-Sabinene
10 hvdrat 12,290 | 1098 | 1065 | 9,41 |15,67|11,69| 9,79 |12,01|13,51|10,41|18,11|10,06 | 14,24 | 15,76 | 15,30 | 11,34 | 18,31
ydrate
11 Linalool 12,37711099|1095| 1,68 | 1,52 | 1,29 | 1,97 | 1,07 | 2,10 | 1,61 | 255 | 1,46 | 1,78 - 1,87 | 1,43 -
12 Terpinen-4-ol |16,608 | 1175|1174 |14,15|14,25| 15,66 | 16,77 | 13,36 | 15,95 | 14,83 | 14,12 | 14,81 | 15,63 | 13,21 | 15,09 | 14,27 | 13,83
13 Terpineol 17,351 1189|1186 | 2,60 | 3,08 | 3,26 | 3,17 | 3,16 | 3,07 | 3,08 | 3,13 | 3,20 | 3,09 | 3,48 | 3,06 | 3,16 | 3,05
Thymol methyl
14 20,020 1233|1232 | - 1,38 | 1,11 | 1,31 - 1,10 - 1,26 - 1,01 - 1,02 - 1,14
ether
15 Bergamiol 21,323 | 1255|1254 | - 321|249 | 315 | 2,65 | 3,16 | 2,60 | 3,50 - 3,15 | 3,08 | 3,20 | 2,53 | 3,74
16 Carvacrol 23,730| 1295|1298 - |10,97|10,50|10,67|13,10|11,14|13,32|11,41|13,24|11,36|17,29|11,09|13,76|10,65
17 | p-Caryophyllen |31,005|1414 | 1408 | - 2,43 | 2,68 | 2,42 | 3,50 | 2,32 - 2,28 | 299 | 2,20 | 3,52 | 2,04 | 2,92 | 2,30
18 | Germacrene D |34,708|1475|1480| - 2,20 | 2,76 | 1,79 | 3,42 | 2,29 - 2,12 | 2,88 | 2,10 | 3,25 | 1,64 | 2,86 | 1,97
1-
19 . 35,645|1491| 1559 | - 1,13 | 1,60 - 1,78 | 1,42 - - 1,50 | 1,10 | 1,44 - 1,78 -
Methylethylidene
Total identified (%0) 68,63 | 88,29 | 65,54 | 64,02 | 89,55 | 89,95 | 85,63 | 91,36 | 87,75 | 90,11 | 88,27 | 90,32 | 91,41 | 88,94
Essential oil yield (g/m?) 0,69 | 224|159 | 373 |125|535| 087|407 |251]|836| 1,04 381|214 | 5,63
Grouped compounds (%)
Hydrocarbons monoterpene (Sr. No.: 1, 2,
39,20 31,19 | 36,54 | 35,38 | 33,45 | 33,12 | 37,90 | 30,33 | 35,75 | 33,34 | 25,19 | 33,71 | 35,54 | 31,42
3,4,5,6,7,9)
Oxygenated monoterpene (Sr. No.: 8, 10,
29,43|36,91 | 44,54 | 44,41 | 44,75 | 47,96 | 45,13 | 33,76 | 44,63 | 48,31 | 51,79 | 46,84 | 45,78 | 48,37
11, 12, 13, 16)
Hydrocarbons sesquiterpenes (Sr. No.:
0,00 | 0,00 | 7,04 | 4,21 | 8,70 | 4,61 7,37 | 4,30 | 8,21 | 3,68 | 7,56 | 4,27
17,18, 19)
Oxygenated sesquiterpenes - - - - - - - - - - - - - -
Others (Sr. No.: 14, 15) - - 3,60 | 4,46 | 2,65 | 3,16 | 2,60 | 3,50 - 3,15 | 3,08 | 3,20 | 2,53 | 3,74

IR* Calculated; IR** Tabled by Adans, 2017.
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4 Discussion

As is known, many factors can influence the production of essential oil and the
active ingredient of interest, such as the seasonality, climate, phenology, precipitation,
radiation intensity, photoperiod, stage of development and duration of the treatments
action, which can determine the ideal harvest time or the place of cultivation, influencing
the amount of essential oil and the active ingredient of interest (Luz et al. 2016; Ayyobi
et al. 2014; Roshanpour et al. 2014; EI-Wahab et al. 2016). In this research were observed
differences in the oregano EO production between the treatments. It can be explained by
the difference in phenological cycle, i.e. time of species development and cutting season
(summer and autumn), and mainly by differences in the treatments composition, i.e. in
nutritional management (agroecological, control and conventional).

According to Luz et al. 2016 the formation of volatile oils in general seems to
increase at higher temperatures and the light influences the accumulation of
photoassimilates and the development of plant structures that biosynthesize and store the
essential oil, glandular trichomes. However, very hot days can also lead to excessive l0ss
of these metabolites. Another relevant factor is that the intense and constant rainfall
results in the loss of water soluble substances present in leaves and flowers, especially at
the cutting time (Chagas et al. 2018).

In relation to the cut season, the first cut (summer) of the oregano was conducted
in the field during the spring/summer season, a period that combines high incidence of
solar radiation with high rainfall indexes, known as water season. In this sense, the excess
of water and high temperature at the cutting time for the first cut (summer) may have lead
to a reduction in the essential oil content in the oregano shoot, which is the pharmacogen.
On the other hand, in the second cut (autumn), due to the precipitation of the months
January/February/March, the oregano had excellent sprouting and development. The
reduction in rainfall and temperature at the cutting time (May) may have contributed to
the increase in the essential oil content®’.

In addition, oregano is considered a perennial species, whose content of the second
year and/or cut, should be higher in relation to the first °. Studies conducted by Nikou et
al. (2019) and El-Wahab (2016) with oregano also showed a reduction in the first cut EO
production when compared to the production in the second cut.

These factors associated with the availability of nutrients induced by

agroecological fertilization and application of phosphate solubilizing bacteria (Figure 1)
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resulted in higher EO content in the oregano cultivation, corroborating with the results of
the scientists (El-Hadi et al. 2009; Ayyobi et al. 2014; Luz et al. 2016). Differences
regarding cutting times were also observed for the cultivation of Mentha arvensis L.
(Chagas et al. 2011) and O. vulgare L. (El- Hadi et al. 2009).

According to Nikou et al. (2019), the significant results for the application of
vermicompost associated with the activity of growth-promoting bacteria and cutting time
are due to the greater development of the root system and high solubilization of growth-
promoting substances. Khalid and Hossein, (2012) point out that the positive effect of
organic fertilizer levels on essential oil production is due to the fact that organic fertilizers
can accelerate the reaction of primary, secondary and enzymatic metabolism, stimulating
biosynthesis of essential oil content, associated with better cutting time and crop
development.

Regarding the cultivation systems (agroecological, conventional and control),
differences in the content and yield of essential oil of O. vulgare L. depending on the
treatments were also evidenced by Heidarpour et al. (2019), whose results confirm higher
essential oil content when applied vermicompost, and the lowest content for plants grown
in medium without vermicompost. Similar results were observed by Anwar et al. (2005)
and Esmaielpour et al. (2017) for O. basilicum L., by Ganjali and Kaykhail, (2017) in the
cultivation of R. officinalis L., by Ayyobi et al. (2014) in the cultivation of M. piperita
L., and Nikou et al. (2019) for O. vulgare L., highlighting the greater efficiency of the
application of vermicompost in relation to the conventional system with chemical
fertilizer NPK or control (soil).

In the conventional system the chemical fertilizer NPK, for being highly soluble
and available, and associated with the low organic matter content of the soil, was initially
readily available for the root system of the oregano. However, in the long term, it may
have been assimilated, immobilized, and or leached, reducing the stock and its availability
for development and growth after the first cut, which culminated in a reduction in the
content and yield of essential oil in the second cut. According to Kazimierczak et al.
(2015), soluble mineral fertilizers (NPK) result in rapid biomass growth, but with reduced
bioactive concentration. This factor can affect not only the content and yield of essential
oil, but also modify the phytochemical profile of the species.

On the other hand, the agroecological system with the use of organic fertilizers,

besides having essential nutrients, presents slow release rate (Nikou et al. 2019)



163

contributing directly or indirectly to the increase in the content and yield of essential oil
of the species, especially over the time of cultivation (Esmaielpour et al. 2017).

In this sense, the high essential oil yield of O. vulgare L. (Figure 2) when
submitted to the application of vermicompost + B. subtilis (I) (T5), presenting 2.50 Kg/ha
and 8.35 Kg/ha in the first and second cut, respectively, is related to the increase in
biological activity in the rhizosphere, which alters the chemical and physical properties
of the soil. The application of vermicompost accelerates the mineralization rate, where
the chemical compounds of organic matter, such as humic acid, decompose and are
available for uptake and assimilation by plants through the root system (Nikou et al.
2019).

Through degradation and mineralization, the vermicompost contributes to the
increase of the contents of essential nutrients such as nitrogen, phosphorus and potassium,
and micronutrients, iron, manganese, zinc, among others, which are assimilated by the
root system during the phenological cycle. This may be related to the good results
observed in the EO production by the treatments with vermicompost, since the essential
oils are molecules formed from the biosynthesis of photoassimilates, which require ATP
and NADPH, products obtained from photosynthesis, which need phosphorus and
nitrogen for their formation.

Other important factor that can influence the plant growth, as well as the EO
production, is that the vermicompost also has humic substances, phytohormones and plant
growth-promoting microorganisms (Padmavathiamma et al 2008), in addition to high
porosity, water retention capacity and aeration (Arancon et al 2010), forming nutrient
complexes that are gradually released to the roots of plants (Chand et al. 2011).

The vermicompost itself is already rich in a great diversity of microorganisms,
due to the activity of earthworm in biodegradation (Pathma et al. 2011), but the
enrichment of this organic fertilizer with B. subtilis in the immobilized form (inert in
alginate capsules) favored the slower degradation of organic material, once the action of
the inoculated bacteria depends on its release and colonization into the soil, providing
nutrients gradually, throughout the cycle, or for the phenological phases of higher
nutritional demand, for the two times of oregano cutting.

According to Pereira et al. (2019), B. subtilis is one of the main potential
microorganisms to be applied in the in vivo (field) cultivation of medicinal plants.
Because it is a rhizobacterium that has the ability to form endospores, resistance structures
and rapid colonization of the rhizosphere, mainly to soil dryness, it has greater
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survivability in formulated with inert polymers, molding efficient systems of absorption
and catabolism of organic compounds existing in the roots exudate (Bakker et al. 2013;
Ahemad and Libret, 2014). Confirming the information above, in this research we
observed better results with the inoculation of B. subtilis in the immobilized form (inert
in alginate capsules).

B. subtilis acts in the regulation of mineralization processes, nitrogen cycle,
carbon and phosphate solubilization (Bhattacharyya and Jha, 2012), releases organic
compounds capable of reducing iron to soluble and assimilable form by plants, and when
applied to the cultivation of plant species, it contributes to the processes of respiration
and photosynthesis, growth and development, which may result in higher content and
yield of essential oil (Tahami et al. 2017), influencing soil health and microbial activity
(Chavarria, 2018; Leite et al. 2016; Silva et al. 2017; Trinh et al. 2018).

According to Singh et al. (2013), the application of vermicompost enriched with
plant growth-promoting rhizobacteria in the cultivation of Pogostemon cablin (patchouli)
improved essential oil yield by 59.74% and 37.96% compared to portions that received
untreated vermicompost (unenriched) and chemical fertilizers, respectively, in addition
to reducing root rot by Rhizoctonia in 36.36%. Similar results were found in this research,
with the application of vermicompost + immobilized B. subtilis (T5) presenting the
highest essential oil yield, with an improvement of 124.31% and 48.67% when compared
to the treatments that received untreated vermicompost (T2) and chemical fertilizer NPK
(T7), respectively.

In commercial aspects, a difference of 2.93 L/ha in essential oil yield, as observed
in the results between the treatmentwith vermicompost + B. subtilis (I) (T5) and the
application of NPK (T7), due to production management, corresponds to a significant
increase for the productive sector, which remains in constant expansion worldwide,
mainly by organically certified medicinal herbs (Tripathy et al. 2015; Basak et al. 2020),
free of synthetic fertilizers and agrochemicals. Esmaielpour et al. (2017) comparing the
use of chemical fertilizers and vermicompost, states that organic fertilizers are adequate
substitutes for chemical fertilizers in the cultivation of medicinal plants, contributing not
only to an increase in yield, but also to the quality of the essential oil (Ganjali et al. 2017,
Hossaini et al. 2016).

These results are of paramount importance for the productive autonomy of the
family farmer who can obtain similar productive incomes, cultivating from the

formulation of vermicompost on his property, reducing the dependence on commercial
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chemical fertilizers. The efficacy of organic fertilizers was also observed by Al-Fraihat et
al. (2011) in Majorana hortensis, in Thymus vulgaris (Yadegari et al. 2012) and in Basil
(Nejatzadeh- Barandozi et al. 2014).

Variations in the phytochemical profile of the essential oil corroborates research
conducted by Morshedloo et al. (2017), Mastro et al. (2017), Fikry et a. (2017) and Sarrou
et al. (2017). Evaluations of O. vulgare L. populations by several authors also identified
as the majority compounds the same identified in this research and some other compounds
(Nejatzadeh-Barandozi et al. 2014; Morshedloo et al. 2017; Mastro et al. 2017). The
chemical marker constituent of this variety of O. vulgare L. can be considered the
carvacrol, as identified by Shiwakoti et al. (2016), Lukas et al. (2015) and reaffirmed in
this research.

As observed in the results, variations in the percentage of the compounds
carvacrol and p-cymene, depending on the time or on the year of cut, were also identified
by Morshedloo et al. (2017), and Laothaweerungsawat et al. (2020). The quantitative and
qualitative differences in the chemical composition of the essential oil from one cut to
another can be due to the climatic, genetic, altitude, soil types and plant age that influence
the production of secondary metabolites (Mastro et al. 2017; EI- Wahab et al. 2016).

The application of vermicompost and rhizobacteria was efficient in the production
of the major constituents of O. vulgare L.. When evaluating the phytocomplex of the
essential oil, the highest percentage of these constituents was identified in the
agroecological treatments when compared to the application of NPK was compared.

The results obtained in this research corroborate those obtained by Esmaielpour
etal. (2017), Ganjali et al. (2017), Ayyobi et al. (2014), Nikou et al. (2019), in which the
application of vermicompost associated or not with rhizobacteria in the cultivation of

medicinal plants was more efficient than the application of synthetic fertilizer NPK.

5 Conclusions

The field cultivation systems (agroecological x conventional) can improve the
production of essential oil of O. vulgare L., being the application of vermicompost
inoculated with beneficial microorganisms (agroecological system) able to replace the
application of chemical fertilizer (NPK) (conventional system) without reducing the
content and yield of oregano essential oil, besides presenting better results over time.
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The addition of B. sublitis in the vermicompost proved to be an efficient strategy
to improve the production of oregano essential oils, showing better results with the
inoculation in the immobilized form.

The cutting time influences the essential oil production in oregano, presenting
higher essential oil content and yield when the cutting was carried out in autumn (May).

The vermicomposting production and the use of vermicompost enriched with
beneficial microorganisms in the cultivation of oregano, are potential social technologies
and tools to be disseminated to traditional and family farmers.
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Artigo 6

Manejo organico x manejo convencional influenciam na atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais de Origanum vulgare L.

Artigo publicado na Research, Society and Development:
http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i11.8504

Abstract: O cultivo organico de plantas medicinais através da aplicacdo de
vermicompostagem, com e sem inoculacdo de microrganismos promotores de
crescimento (bacillus subtilis, indculo comercial e da mata ciliar) comparado ao cultivo
convencional, através do uso de fertilizantes sintéticos (NPK), podem influenciar no
desenvolvimento, perfil fitoquimico e atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais.
Neste sentido, objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais
(organico x convencional) de Origanum vulgare L. na acdo contra Candida albicans,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus em funcdo dos constituintes majoritarios do
fitocomplexo dos Oleos essenciais. A inoculacdo de rizobactérias (ambiental (EM) e
Bacillus subtilis) potencializou a acdo antimicrobiana e microbicida dos éleos essenciais
organicos. Os 0Oleos essenciais de cultivo organico apresentaram acdo antibacteriana para
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e, antifingica contra Candida albicans
enquanto que o O6leo essencial de cultivo convencional ndo apresentou atividade
antibacteriana e nem antifngica. Conclui-se que a formulacdo de vermicompostagem e
0 uso de rizobactérias, sdo potenciais tecnologias e ferramentas para os agricultores

familiares no cultivo de orégano.

Palavras chave: vermicompostagem; Bacillus subitilis; microrganismo eficiente; S.
aureus; E. coli; C. albicans; agroecologia; antimicrobiano natural
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1 Introducéo

Origanum vulgare L., também conhecido como orégano ou manjerona € uma
planta medicinal, condimentar, de sabor generalizado, pertencente a familia Lamiaceae
(Lukas et al.,2015). Por ser originaria do norte da Africa, mediterraneo, euro-siberiana e
outros paises, € uma espécie extremamente variavel, apresentando cinco subespécies de
acordo com o banco de dados (www.theplantlist.org), e uma diversidade de quimiotipos
de oleos essenciais (OEs), produto mais importante comercialmente (Fick et al., 2019;
Sarrou et al., 2017;Camiletti et al., 2016; Sarikurkcu et al.,2015; Suzuki et al., 2015).

O género Origanum ¢é conhecido pelas suas propriedades expectorante,
antiespasmddica, carminativa, antioxidante, para distdrbios gastrointestinais
(Kosakowska et al., 2019), antisséptico, anti-inflamatorios e analgésico (Dhifi et al.,
2016). Além disso, atualmente tem sido altamente empregado no setor de produtos
alimenticios e farmacéuticos, devido sua acdo antimicrobiana no controle de Candida
albicans (Khan et al., 2019), Escherichia coli (Bhat et al., 2018; Nowotarska et al., 2017),
Staphylococcus aureus (Cui et al., 2019) Bordetella bronchiseptica, Saccharomyces
cerevisiae (Fikry et al., 2019). Estas atividades sdo atribuidas aos constituintes
majoritarios presente nos (OEs), como o carvacrol, terpinen -4 —ol, thimol, geraniol,
dentre outros.

No entanto, em funcdo dos quimiotipos, o género Origanum apresenta uma gama
de constituintes majoritarios presentes nos (OEs), em fun¢do da origem e do cultivo. Para
estudos realizados na Argentina foram identificados os compostos o-cymene (14,3),
terpinen-4-ol (12,5%), (E) -b-terpineol (10,4), thymol (10,1%), y- terpinene (9,1%) e
carvacrol (5,6%) (Camiletti et al., 2016). No Brasil, Suzuki et al., (2015), identificou os
seguintes constituintes: y-terpinene (30,5%), carvacrol (15,7%), terpinen- 4-ol (13,0%),
geraniol (7,1%) e cis - ocimene (7,0%), enquanto que na Tdrquia, teve uma
predominancia de thymol (58,3%), carvacrol (16,1%), p-cymene (13,5%) e y-terpinene
(4,5%) (Sarikurkeu et al., 2015).

Esta variacdo quanto a composi¢do quimica ocorre pois as espécies medicinais
podem sofrer alteragdes em funcdo das caracteristicas edafocliméaticas, como
sazonalidade, clima, tipo de solo, altitude, manejo nutricional, época de colheita, fatores
bioticos, abioticos e genéticos (Abd EI-Wahab et al.,2016; Luz et al., 2014; Paulus et al.,
2013). Além destes fatores, atualmente uma grande variedade de agentes elicitores,
rizobactérias (PGPR), susbtdncias humicas, extratos de algas, dentre outros,
(Bhattacharyya et al., 2012, Olivares et al., 2017; Canellas et al., 2015), tem sido aplicado
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no cultivo de espécies medicinais, por influenciarem na ontogenia, producdo de
metabdlitos secundarios, biossintese, eficiéncia e absor¢do de nutrientes pelas espécies
(Pereira et al., 2019).

Sendo assim, a diferenca em relacdo ao cultivo em campo, seja pelo sistema
convencional através da aplicacdo de fertilizantes sintéticos ou 0 manejo agroecoldgico,
com uso de vermicomposto ou composto organicos, pode influenciar diretamente no
rendimento, teor e composicdo fitoquimica dos dleos essenciais. Estudos realizados por
Esmaielpour et al., (2017) para Ocimum basilicum L., por Ganjali et al., (2017) no cultivo
de Rosmarinus officinalis L., Ayyobi et al., (2014) no cultivo de Mentha piperita L. e
Shirin Nikou et al., (2019) para Origanum vulgare L., observaram maior eficiéncia na
aplicacdo do vermicomposto em relagdo ao fertilizante sintético (NPK) ou controle (solo).

Além dos fatores supracitados, mundialmente existe uma preocupacdo quanto ao
meio ambiente, a producdo de fitoterapicos, dentre outros produtos utilizados pela
indUstria alimenticia e agropecudria, que sejam isentos de agrotoxicos e fertilizantes
sintéticos (Basak et al., 2020; Tripathy et al. 2015). Sendo assim, objetivou-se com este
estudo avaliar a atividade antimicrobiana e microbicida de 6leos essenciais (organico x
convencional) de Origanum vulgare L. na acdo contra Candida albicans, Escherichia coli

e Staphylococcus aureus em funcdo dos constituintes majoritarios do fitocomplexo.

2 Material e Métodos

2.1 Conducéo em campo e preparo dos indculos

O ensaio foi conduzido em campo, na area experimental do Laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras (UFLA). A exsicata de orégano
estd depositada no herbario ESAL/UFLA, sob o registro n°® 22.156. As mudas de
Origanum vulgare L. foram obtidas a partir de estacas apicais provenientes de plantas
matrizes do Horto Medicinal da UFLA no setor de Plantas Medicinais, Aromaticas e
Condimentares, e enraizadas em bandejas de polipropileno expandido de 128 células.

Ap0s 30 dias, as mudas foram transplantadas para o campo, em canteiros de 1,8m?2
com 20cm de altura, para cada parcela experimental (bloco), de acordo com o
delineamento experimental em blocos casualizados, com trés repeti¢des e dezoito plantas
por parcela. Os diferentes tratamentos utilizados no experimento estao descritos na tabela
1.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados no experimento.

Tratamento Cadigo Método
Soil (Witness) T1 Testemunha sem
adubacdo
Vermicomposto puro T2 Organico
Vermicompost ambiental T3 Organico
Vermicomposto comercial T4 Organico

Vermicomposto puro + bacilus subtilis T3 Organicos

imobilizado

Vermicomposto puro + bacillus subtilis T6 Organico

Suspenso

Fertilizante sintétito (NPK) T7 Convencional

Os microrganismos utilizados neste estudo foram o Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 10231). Os
indculos foram preparados em forma de suspensao e padronizados a 1,5x108 UFC/mL por

meio da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro (660 nm) e 75% de transmitancia.

2.2 Formulacdo do vermicomposto, Inoculacdo de rizobactérias e caracteristicas

quimicas do substrato de plantio

A vermicompostagem foi produzida no setor de Biodiesel - UFLA, através da pré-
compostagem dos residuos organicos oriundos do restaurante universitario — RU e
residuo vegetal do paisagismo do campus, sem tratamento prévio, acondicionados em
blocos de alvenaria com volume de 1m3 (cada célula).

Na fase de pré — compostagem, utilizou-se 3 células, uma foi conduzida sem
inoculacdo, e as outras duas foram inoculadas com microrganismo ambiental (EM)
capturado na mata nativa do campus da UFLA em seis pontos, de acordo com a
metodologia proposta por Countinho, (2011) e a outra célula inoculada com
microrganismos comercial — (Korin®), preparado de acordo com as recomendaces do
fabricante. Apds 90 dias, com o material ainda em fase de pre-maturacéo, foi adicionado

esterco bovino e minhoca vermelha do tipo californiana (Eisenia fétida) em cada celula,



176

permanecendo por mais 60 dias para a biotransformacdo e maturacdo plena do
vermicomposto.

Apo0s a biotransformagdo dos materiais em vermicomposto, 0s mesmos foram
acondicionados em sacos de microfibra, respeitando as inoculacdes (pré-compostagem)
e encaminhados para a area de plantio. Em campo, o vermicomposto puro (T1) foi
separado, para o fracionamento e inoculacdo das rizobactérias. Enquanto os demais,
vermicomposto ambiental (T3) e vermicomposto comercial (T4), foram aplicados aos
canteiros.

O vermicomposto puro reservado previamente, foi fracionado em trés partes,
sendo aplicado em campo respeitando os tratamentos de acordo com o delineamento
experimental. A primeira parte foi aplicada pura (sem inoculagao) e nas outras duas partes
foram inoculados o Bacillus subtilis populacio de 10° x planta, na forma imobilizada
(inerte em cépsulas de alginato) e suspensa, aplicando 10ml/ planta (liquido em solucao
de &gar). Perfazendo entdo, os tratamentos: vermicomposto (puro) (T2), vermicomposto
+ Bacillus subtilis imobilizado (T5) e vermicomposto + bacillus subtilis suspenso (T6).

As caracteristicas quimicas do solo (textura arenosa) estdo descritas no Material
suplementar 1 e dos vermicompostos puro (1), vermicomposto ambiental (2) e
vermicomposto comercial (3), no Material suplementar 2.

2.3 Extracéo do 6leo essencial

As hastes de orégano foram cortadas a 5 cm do solo, aos 95 dias de cultivo em
campo, quando as primeiras plantas iniciaram a fase de floracdo. O material foi
fracionado, alocado em sacos de papel tipo kraft e levados para estufa de circulagéo
forcada de ar a 30°C até peso constante.

Para as extracGes dos Oleos essenciais (OEs) a parte aérea seca, foi rasurada,
pesada e acondicionada em baldo volumétrico de 5L, submersa em agua deionizada, onde
foram hidrodestiladas por 3 horas, utilizando um aparelho do tipo Clevenger. Apds
extracdo, o OE foi purificado e fracionado para as andlises de composi¢do quimica,

atividade antimicrobiana e microbicida.

2.4 Cromatografia gasosa com detector de espectrometria de massas

A composicdo quimica foi obtida através do cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (CG/EM) para identificacdo dos compostos presentes no 6leo

essencial, utilizando o equipamento da modelo QP2010 (Shimadzu), equipado com
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coluna capilar de silica fundida (30 m de comprimento e 0,25mm de didmetro interno),
com fase estacionaria RTX®-5MS (0,25 um de espessura do filme) e hélio, com gas de
arraste com fluxo de 1,0 mL/minuto.

Os espectros de massas foram obtidos por impacto de elétrons a 70 eV, com
varredura de 29 a 400 (m/z), sendo injetado 1 pL da solucdo do 6leo preparada na
concentragdo de 10 mg.L* com razdo de split de 1:20. e realizado a comparagio dos

espectros de massas ao banco de dados NIST (espectroteca).

2.5 Determinacéo dos indices de retencdo com os indices aritméticos (Al)

Para a verificacdo dos indices aritméticos (Al), foi injetado no cromatégrafo uma
mistura de alcanos lineares (C9 -C17). Em seguida, realizou-se a comparacdo dos
espectros de massas da espectroteca e dos indices de retencdo, com os indices aritméticos
(Al) calculado conforme equacéo 1. O percentual relativo de cada composto foi calculado
através da razdo entre area de cada pico com a area total de todos os constituintes da
amostra. Para auxiliar na identificacdo e caracterizacdo dos compostos volateis, 0s
valores dos indices de retencédo calculados, foram comparados com valores encontrados
na literatura (Adans, 2017).

Al =100p,+100 [ {RTx) — RT(p5}
{RTz+1)— RTe2}]

Onde: X: composto de interesse; Pz: nimero de atomos de carbono do hidrocarboneto
com tempo de retencgdo anterior ao tempo de retencdo do composto X; RT: tempo de
retencdo de do composto X; RTz): é 0 tempo de retencdo do composto Pz; RT pz+1):tempo
de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retencao posterior ao tempo de retencéo do

composto X.

2.6 Atividade antimicrobiana e microbicida

A determinacdo das concentracGes minimas inibitorias e microbicidas dos 6leos
essenciais de orégano sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans
foram baseadas nos padrdes CLSI (2008, 2015) para leveduras e bactérias, com algumas

modificacBes. O teste foi realizado no meio Muller Hinton (HIMEDIA, india) para
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atividade contra Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli (ATCC 25922)
e no meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich) para atividade contra Candida albicans (ATCC
10231).

As amostras de 0leo essencial foram dissolvidas em 1mL de dimetilsulfoxido
(DMSO) e colocadas nas placas de 96 pocos sob diluicdes seriadas (1000 — 10.9375
pg/mL). Aliquotas de 20 pL dos in6culos em suspensdo foram adicionadas aos pogos
correspondentes na microplaca, apos diluicdo seriada do 6leo essencial e antimicrobiano
padréo.

Os antimicrobianos padrdes usados foram a amoxicilina e a estreptomicina (10 —
0.078ug/mL) para Staphylococcus aureus e Escherichia coli respectivamente e o
fluconazol (40-0.312 pg/mL) para Candida albicans. Em seguida as microplacas foram
incubadas a 37°C por 24 h. Uma soluc¢éo aquosa de resazurina a 0,2%, adicionada as 22h,
foi usada como revelador para determinar a viabilidade do inoculo, indicada pela
mudanga de cor de azul para rosa (SARKER et al., 2007).

O valor da concentracdo minima inibitéria (MIC) foi determinado como a menor
concentracdo sem variacdo na cor do revelador. Para a determinacdo da concentracdo
minima microbicida (MMC), uma aliquota de 15uL foi removida dos po¢os que nao
apresentavam alteracdo de cor e aplicada na superficie de uma placa de Petri contendo
agar Muller Hinton (HIMEDIA, india) para bactérias e agar Sabouraud (HIMEDIA,
india) para levedura e as placas foram incubadas a 37°C por 24 h.

O crescimento microbiano nas placas indica que o 6leo essencial ndo exerceu uma
acao microbicida. O experimento foi realizado em triplicata. O grau da atividade
antimicrobiana foi determinado com base nos critérios de Holetz et al., (2002), que
estabelece a a¢do antimicrobiana como forte (< 100 pug/ml), 100 ng/ml), moderada (100

—500 pg/ml), fraca (500 -1000 pg/ml) e inativa (> 1000 pg/ml).

3 Resultados e Discussao

3.1 Constituintes majoritarios dos 6leos essenciais de orégano

Devido a complexidade da composicdo do 6leo essencial encontrado em plantas,
varios estudos demonstram suas potencialidades contra microrganismos diversos, fungos,
bactérias, nematoides, etc., seja pela atividade do 6leo essencial integro ou pelos seus

constituintes isolados. Sendo assim, para o presente estudo com Oleos essenciais
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organicos e convencional, verifica-se diferencas na concentracdo dos constituintes
majoritarios identificados pela CG-MS (Tabela 1).

Os constituintes majoritéarios identificados com as respectivas variagcbes na
percentagem de area (Figura 1 e Tabela 2), foram o sabinene (3,02 — 3,37%), terpinene
(2,52 — 4,49%), o-cymene (5,10 — 10,54%), gamma-terpinene (8,02 -13,42%), 4-thujanol
(1,59 — 2,55%), terpinen-4-ol (13,21 — 16,77%) e carvacrol (10,65 — 17,29%). AvaliacGes
quanto as populacdes de Origanum vulgare L. por todo 0 mundo, também identificaram
estes e outros compostos, como 0s majoritarios (Laothaweerungsawat et al.,2020;
Morshedloo et al.,2017; Mastro et al., 2015).

Tabela 2. Constituintes majoritéarios (area%) de 6leos essenciais hidrodestilados de ervas
secas de Origanum vulgare L. submetido a diferentes manejos nutricionais (organicos e

convencional).

Treataments (area %)

Components IR* IR** CAS
TT T2 T3 T4 T5 T6 T7
Sabinene 971 969  3387-41-5 337 359 331 341 336 233 337
Terpinene 1015 1014  99-86-5 422 449 383 419 412 252 407
O-Cymeneoup- 455 1092 527-84-4 905 510 574 739 637 544 625
cymene
Gamma- 1056 1054  99-85-4 11,69 1342 11,21 1277 1244 845 1259
Terpinene
Sﬁ;&?;ge 1098 1065 17699-16-0 941 11,69 12,01 1041 1006 1576 1134
Terpinen-4-ol 1175 1174  562-74-3 1415 1566 1336 14,83 1481 1321 1427
Carvacrol 1295 1298  499-75-2 - 1050 13,10 13,32 1324 17,29 1376

IR* Indice aritmético calculado; IR** Indice aritmético do Adans; CAS: nimero de registro do composto
quimico; T1: soil; T2: vermicomposto; T3: vermicompost (A); T4: vermicompost ©; T5: vemicompost +
bacillus (I); T6: vermicomposto + bacillus (S); T7: NPK
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Sabinene
20,00
18,00
16,00
14,00 .
Carvacrol 12.00 Terpinene
10,00
Terpinen-4-ol 0-Cymene
Sabinene hydrate Gamma-Terpinene
soil vermicompost vermicompost (A)
vermicompost © —o—vemicompost + bacillus (I) vermicompost + bacillus (S)

—o0—NPK

Figura 1. Constituintes majoritarios dos 6leos essenciais de Origanum vulgare L.
submetidos a diferentes manejos nutricionais (agroecolégicos e convencional).

O constituinte quimico marcador desta variedade de Origanum vulgare L é o
carvacrol, como identificado nesta pesquisa e reafirmado por Shiwakoti et al., (2016);
Lukas et al., (2015). Em pesquisa realizada no Brasil, Pradebon Brondani et al. (2018) e
Suzuki et al., (2015), identificaram perfil fitoquimico similar, cujos os principais
constituintes foram, c-Terpinene (30,5%), carvacrol (15,7%), terpinen- 4-ol (13,0%),
geraniol (7,1%) e cisocimene (7,0%).

Quando as concentracbes dos constituintes sdo avaliadas em relacdo as
caracteristicas dos tratamentos (controle, convencional e organico) observa-se diferencas
pontuais em relagcdo aos constituintes majoritarios, que sao de grande importancia para a
industria quimica, farmacéutica e agroquimica (Hasenclever, et al., 2017). Neste
contexto, quando comparado 0 manejo convencional com os organicos, foram
identificados maiores teores de constituintes ativos para 0s seguintes tratamentos:
carvacrol (17,29%) e sabinene hydrate (15,76%) para o vermicomposto puro + bacillus
subtilis imobilizado (T6), terpinen-4-ol (15,66%) e gamma — terminene (13,42%), para

vermicomposto puro (T2), o-cymene/p-cymene (9,05%) para o solo (testemunha) (T1).
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A aplicacdo de vermicomposto e rizobactérias no cultivo e manejo de Origanum
vulgare L. (orégano), se mostraram eficiente quanto a producdo dos constituintes
majoritarios do dleo essencial (OE). As maiores concentracfes dos compostos foram
identificadas nos tratamentos organicos quando comparados a aplicacdo do fertilizante
sintético convencional (NPK). Os resultados obtidos neste estudo correspondem aos
obtidos por Esmaielpour et al.,(2017); Ganjali et al., (2017); Ayyobi et al.,(2014); Shirin
Nikou et al., (2019), em que a aplicacdo do vermicomposto associado ou ndo a
rizobactérias, no cultivo de plantas medicinais, foram mais eficientes que a aplicacdo do
fertilizante sintético NPK.

Sabe-se que o OE é influenciado pelas caracteristicas edafocliméticas, como
clima, tipo de solo, altitude, manejo nutricional, sazonalidade, fatores bi6ticos e abidticos
(Luz et al., 2014; Paulus et al., 2013). Sendo assim, as diferencas na concentracdo dos
compostos majoritarios identificados neste estudo, estdo relacionadas com as
caracteristicas dos OEs obtidos atraves dos diferentes cultivos e manejos em campo.

De acordo com Prabha et al., (2008), a vermicompostagem é rica em macro e
micronutrientes, substancias humicas, fitohormoénios e microrganismos promotores de
crescimento em plantas. A atividade da minhoca na biodregradacdo aumenta a populagédo
de microrganismos benéficos no solo (Pathma e Sakthivel, 2012, 2013), produzindo
horménios vegetais em suas secre¢fes (Suthar 2010b), cujo os nutrientes sdo moldados
as formas prontamente disponiveis para as plantas (Suthar 2010%), o que representa fatores
benéficos a producdo vegetal (Ayyobi et al. 2014; Chatterjee et al.2014).

E quando associados a utilizacdo de agentes elicitores, como as rizobactérias
promotoras de crescimento em plantas, como o (bacillus subtilis, microrganismos
ambientais e comerciais) aplicados neste estudo em campo (plantio e manejo), 0s mesmos
podem influenciar na ontogenia, producdo de metabdlitos secundéarios, biossintese,
eficiéncia e absorcdo de nutrientes pelas plantas, resultando na alteracdo das
concentragdes do perfil fitoquimico dos OEs (Pereira et al., 2019; Chavarria et al., 2018;
Trinh et al., 2018; Silva et al., 2017; Leite et al., 2016). Enquanto que estudos realizados
a partir da aplicacdo dos fertilizantes sintéticos (NPK), relatam que o fertilizante resulta
em crescimento rapido da biomassa da parte aérea e podem influenciar na reducdo da
concentracdo dos constituintes bioativos (diluicdo). Este fator pode afetar ndo so o teor e
rendimento do OE em si, como também modificar o perfil fitoquimico das espécies
(Kazimierczak et al., 2015; Luz et al., 2014; Ayyobi et al., 2014).
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Neste sentido, a partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, é possivel inferir ndo
apenas que 0s manejos organicos apresentam grande potencial na producdo do 6leo
essencial de orégano rico, em constituintes majoritarios de interesse farmacoldgico,
industrial e agroquimico; mas também que a aplicacdo do fertilizante sintético (NPK)
pode ser substituido pelos formulados organicos (agroecoldgicos), corroborando com as
pesquisas realizadas por Basak et al., (2020); Tripathy et al., (2015); Hossaini et al.,
(2016).

3.2 Atividade antimicrobiana e microbicida

A atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais de Origanum vulgare L.
(orégano) contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e o fungo
Candida albicans foram avaliadas pela concentracdo minima inibitéria (MIC) e
concentracdo minima microbicida (MMC) (Tabela 3).

Candida albicans foi 0 microrganismo mais susceptivel a acdo antimicrobiana dos
6leos essenciais de orégano, independente do tratamento, apresentanto acdo antifingica
moderada segundo os critérios de Holetz et al (2002). Ja para as bactérias, o 6leo obtido
através da aplicacdo de vermicomposto + Bacillus subtilis (S) — (T6), foi o melhor
resultado, tendo acdo antimicrobiana moderada (250-500 pg/mL) para ambas espécies.
Esta acdo pode ser em funcdo da maior concentracdo de carvacrol (17,29%), geralmente
constituinte majoritario da espécie em estudo, como encontrado nos estudos realizado por
Nowotarska et al., (2017).

Estes resultados estéo de acordo com o trabalho de Khan et al., (2019) no qual foi
testada a acdo antimicrobiana do OE de orégano coletado na Jordania e na Aréabia Saudita
contra Escherichia coli, onde a inibicdo total ocorreu na concentragdo de 200 e 300
png/mL, respectivamente. No entanto, os OE para a solo (testemunha) (T1) e para os OEs
organicos, como a aplicacdo do vermicomposto ambiental (A) (T3), vermicomposto
comercial (C) (T4) e vermicomposto + Bacillus subtilis (I) (T5), apresentaram acao
enquanto que o OE obtido atraves da aplicacdo de vermicomposto puro (T2) ndo teve

atividade antibacteriana.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de Origanum vulgare L. sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans em pg/mL.

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans
Tratamento
MIC MMC MIC MMC MIC MMC
T1 500-1000 >1000 500-1000 >1000 175-250 | 500-1000
T2 >1000 >1000 >1000 >1000 175-250 >1000
T3 500-1000 >1000 500-1000 >1000 175-250 >1000
T4 500-1000 >1000 500-1000 >1000 175-250 >1000
T5 500-1000 >1000 500-1000 >1000 175-250 >1000
T6 250-500 >1000 250-500 >1000 175-250 >1000
T7 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Amoxicilina | 0.078-0.156 5-10 - -- -- --
Estreptomicina - -- 0.156 -0.312 5-10 -- --
Fluconazol -- -- -- -- 3.125-6.25 | 20-40

MIC: concentragdo minima inibitéria; MMC: concentracdo minima microbicida; T1: soil; T2:
vermicomposto; T3: vermicompost (A); T4: vermicompost ©; T5: vemicompost + bacillus (I); T6:
vermicomposto + bacillus (S); T7: NPK

Quando avaliado o OE convencional, obtido da aplicacéo de fertilizante sintético
NPK (T7), verifica-se que o mesmo ndo apresentou atividade antimicrobiana para
nenhum dos microrganismos utilizados no experimento. Enquanto que a acdo microbicida
ocorreu apenas para C. albicans nos testes utilizando o OE obtido através do tratamento
testemunha (solo) (T1).

Os resultados deste trabalho para C. albicans s&o corroborados por outros estudos
(Bhat et al., 2018; Cleff et al., 2010; Manohar et al., 2001). Em diferentes concentracoes
0 OE de orégano foi capaz de reduzir significativamente a produgéo da enzima fosfolipase
produzida por cepas de C albicans isoladas da mucosa oral de pacientes com estomatite
(Brondani et al., 2018). Outras espécies de Candida tambem foram susceptiveis a
atividade antifungica do 6leo essencial de orégano (Cleff et al., 2010; Chami et al., 2004),
assim como no presente trabalho.

Os oOleos essenciais, produto do metabolismo secundarios de muitas plantas,

contém componentes distintos. Assim, o efeito antimicrobiano depende da variedade e
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concentracdo dos compostos, seja pela atividade do o¢leo essencial integro ou
individualmente pelas substancias presentes na sua composicdo. Bakkali et al. (2008)
afirmam que a agdo antimicrobiana dos OE € atribuida principalmente aos seus compostos
majoritarios.

As andlises cromatograficas dos OE de orégano revelaram a presenca de terpinen-
4-ol, carvacrol, y-terpineno e hidrato de sabineno entre seus principais constituintes
(Tabela 1), variando sua concentragdo em funcdo do cultivo (testemunha, convencional e
agroecoldgico). As diferencas nas concentragdes minimas inibitérias em cada tratamento
neste estudo, deve-se as diferentes composicdes quimicas dos OE obtidos nos diferentes
manejos nutricionais realizados em campo (no plantio e manejo até a colheita).

Neste sentido, um dos compostos majoritarios mais estudados do (OE) de orégano
é o carvacrol, substancia muito conhecida por sua acdo antimicrobiana. Um experimento
com Escherichia coli O157: H7 demonstrou que o carvacrol e timol foram capazes de
diminuir o pool de ATP intracelular e aumentar o ATP extracelular, indicando uma agéo
disruptiva na membrana citoplasmatica bacteriana (Helander et al., 1998; Nowotarska et
al., 2017).

Os hidrocarbonetos monoterpenos, p-cimeno ¢ y -terpineno, frequentemente
encontrados no OE de orégano, inclusive nos utilizados neste estudo, ndo apresentaram
efeito inibitorio contra Escherichia coli O157: H7 quando testados de forma isolada (Burt
et al., 2005). No entanto, quando combinado com carvacrol, ocorreu sinergismo contra a
bactéria Bacillus cereus em teste in vitro e também em arroz (Ultee et al., 2000). Tanto o
OE de orégano como o carvacrol, presente entre 0s compostos majoritarios de todos o0s
OEs utilizados neste estudo, ja tiveram sua agdo antimicrobiana comprovada em diversas
pesquisas anteriores (Ebani et al., 2020; Possamai et al., 2019; dos Santos Rodrigues et
al., 2018; Pombo et al., 2018; dos Santos Rodrigues et al., 2017 ; da Silva Santos et al.,
2017 ; Souza et al., 2016; Burt et al., 2005).

Neste contexto, ao observar 0 composto encontrado em maior concentragdo em
cinco dos sete Gleos aplicados neste estudo (Figura 1) o terpinen-4-ol, verifica-se que a
acdo antimicrobiana desta substancia contra uma variedade de microrganismos, como
Bordetella bronchiseptica, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis, Staphylococcus
epidermidis, S. aureus, Escherichia coli e Candida albicans é corroborada através dos
resultados encontrados por outros autores (Fikry et al., 2019; Hammer et al., 2012;
Mondello et al., 2006). O mecanismo de acdo do terpinen-4-ol pode estar relacionado aos
danos na membrana plasmatica e perda do material citoplasmatico (Carson et al., 2002).
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Além de antimicrobiano, terpinen-4-ol e carvacrol ja demonstraram um potencial
larvicida contra Anopheles stephensi, A. subpictus ,Culex quinquefasciatus e C.
tritaeniorhynchus (Govindarajan et al., 2016) e nematicida (Abdel-Rahman et al. (2013).

A grande variedade de substancias presentes nos OE impede que sua atividade
antimicrobiana seja atribuida a um dnico mecanismo de acdo (BURT, 2004). Por
apresentarem natureza hidrofobica, os 6leos essenciais tém a capacidade de penetrar nas
células microbianas causando uma série de alteracbes em sua estrutura e também
funcionalidade (Nazzaro et al., 2013). Entretanto, o potencial antimicrobiano dos OEs
tem sido cada vez mais explorado, tanto para o uso medicinal em humanos e animais
como para a inddstria de alimentos com o objetivo de substituir conservantes tradicionais
(Souza et al., 2018; Busatta et al., 2007) por OEs. Sendo assim 0 avango na producéo de
OE organicos é de suma importancia para o avanco destes setores, tendo em vista que a
populacdo de modo em geral tem exigido cada vez mais produtos naturais, isentos da
aplicacdo de fertilizantes sintéticos.

De acordo com Basak et al., (2020), historicamente muitos pesquisadores afirmam
ndo haver diferenca na composicdo quimica entre alimentos organicos e convencionais
(Dangour et al., (2010) e Rosen, (2010), no entanto ha controvérsia quanto a esta
afirmacdo. Uma vez que os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os OEs
organicos de orégano apresentam atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus
e Escherichia coli, e, especialmente, antifingica contra Candida albicans, que pode ser
atribuida principalmente a presenca de terpinen-4-ol e carvacrol em sua composi¢do
quimica. Enquanto que o OE obtido do cultivo convencional (NPK) nédo apresentou acéo
antimicrobiana para este estudo.

Como citado anteriormente, para a caracterizacdo dos constituintes quimicos, 0s
efeitos positivos dos Oleos essenciais organicos, estdo relacionados a vérios fatores
bioticos e abioticos que possibilitaram um diferencial dos OE em relacdo ao manejo
convencional (Basak et al., (2020); Hossaini et al., (2016); Tripathy et al., (2015); Luz et
al., 2014; Ayyobi et al. 2014; Chatterjee et al.2014; Paulus et al., 2013). No entanto,
embora os sistemas de producdo influenciem diretamente na composi¢cdo do oOleo
essencial, sdo necessarias mais pesquisas quanto a agdo antimicrobiana e microbicida de
Oleos essenciais organicos, a fim de comprovar a eficacia e qualidade, bem como,
enfatizar a importancia na transicdo do cultivo de plantas medicinais do sistema

convencional para o orgénico (agroecoldgico).
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O uso de fertilizantes sintéticos (NPK) sdo permitidos no cultivo de plantas
medicinais, porém, ambientalmente, o uso continuo aumenta a quantidade a ser aplicada,
o produtor fica dependente da industria, bem como, leva & exaustdo dos solos e recursos
naturais. O uso continuo ndo é pela qualidade do produto final em si (planta seca ou 6leo
essencial), mas estd associado ao modelo de producdo de alimentos e produtos,
estabelecido pelos pacotes tecnoldgicos hegemonicos (agronegdcio/multinacionais),
provenientes da revolucdo verde, e replicado pelos pequenos produtores (Gongalvez,
2011). Que historicamente foram naturalizados a um Unico modelo possivel de
agricultura, seja em funcdo da facilidade de aquisicdo e/ou recursos disponiveis,
imposicdo do mercado (Ayyobi et al.,2014).

Neste contexto, existe atualmente uma demanda crescente por plantas medicinais,
Oleos essenciais, cosméticos, fitoterdpicos, dentre outros produtos utilizados pela
industria alimenticia, farmacéutica e agropecuaria, isentos de agrotéxicos e fertilizantes
sintéticos. Seja pela melhoria da qualidade de vida, qualidade do produto, bem como para
reduzir os efeitos negativos causados ao meio ambiente (Basak et al., 2020; Kazimierczak
et al. 2015; Tripathy et al. 2015). Além do fato que a RDC n° 26/2014 aprovou fiscalizacédo
periddica de residuos quimicos na comercializacdo de produtos a base de plantas
medicinais, vigente desde 2018 no Brasil, sendo esta uma grande preocupacéo em relagao
ao mercado de exportacdo de medicamentos fitoterapicos.

4 Concluséo

e Os 06leos essenciais de cultivo organico apresentaram acdo antibacteriana para
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e, antifingica contra Candida albicans;

e 0O 0leo essencial de cultivo convencional ndo apresentou atividade antibacteriana
e nem antifingica;

e A vermicompostagem pode ser amplamente aplicada no cultivo de Origanum
vulgare L.

e Ainoculacgéo de rizobactérias (ambiental (EM) e Bacillus subtilis) potencializou
a acdo antimicrobiana e microbicida dos 6leos essenciais organicos;

e A producéo de 0leos essenciais de cultivo organicos (agroecoldgicos), atraves da
formulacéo de vermicompostagem, séo potenciais tecnologias e ferramentas para

os agricultores familiares.
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