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RESUMO

O uso de microrganismos nativos coletados em ambientes naturais para a producdo de
bioinsumos fermentados do tipo Bokashi, representa uma estratégia promissora fundamentada
nos principios da agroecologia. Esses microrganismos apresentam alta diversidade funcional,
possivelmente desempenhando servigos ecossistémicos, como atuar na ciclagem de nutrientes,
na promogao do crescimento vegetal e na supressao de fitopatdgenos. Ao serem incorporados
a compostos organicos, como farelos vegetais, podem atuar como catalisadores bioldgicos do
processo de fermentacdo, promovendo a decomposicao parcial da matéria organica e a sintese
de metabodlitos secundarios uteis as plantas cultivadas. Isso ndo apenas aumenta a
biodisponibilidade dos nutrientes, como também favorece a colonizagdo benéfica da rizosfera
quando o bioinsumo ¢ aplicado ao solo. Além disso, a producdo de compostos fermentados
contribui para a autonomia do agricultor, podendo reduzir custos com insumos quimicos €
promover a restaura¢ao da satde do solo por meio da reativagdo dos servigos ecossistémicos
microbianos em solos degradados. Este trabalho foi dividido em 3 capitulos: a introdugao geral
(cap.1), a caracterizacdo ¢ a dinamica microbiana durante a fermentacdo dos compostos
farelados com microrganismos nativos (cap.2) e a avaliagdo do composto como fonte de indculo
na producdo de mudas de Mimosa caesalpiniifolia Benth. (cap.3). Os resultados obtidos
demonstraram que o processo de fermentacdo dos farelos inoculados com microrganismos
nativos foi marcado por uma sucessdo microbiana bem definida, caracterizada inicialmente pelo
predominio de leveduras fermentativas (Pichia, Torulaspora) ¢ de bactérias acido-laticas
(Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus). Ao longo do tempo, observou-se a emergéncia de
géneros bacterianos associados a degradag¢do de polimeros e de potencial agrondémico, como
Bacillus e Streptomyces, e de fungos filamentosos como Aspergillus e Xeromyces, capazes de
explorar substratos mais recalcitrantes e atuar no biocontrole de patogenos do solo. Na
avaliacdo do composto fermentado como fonte de inoculo, a forma concentrada favoreceu
maior diversidade bacteriana, enquanto a diluida favoreceu maior diversidade flngica,
indicando que diferentes regimes de inoculagdo podem modular a composi¢do da rizosfera.
Esses resultados reforcam o potencial dos bioinsumos do tipo Bokashi inoculados com
microrganismos nativos como uma alternativa vidvel para introducdo de comunidades
microbianas benéficas capazes de promover servigos ecossistémicos no solo, contribuindo para
uma melhor sustentabilidade e resiliéncia ecologica do sistema.

Palavras-chave: Bokashi; Microbiota do solo; Mimosa caesalpiniifolia;, Agroecologia.



ABSTRACT

The use of native microorganisms collected from natural environments to produce fermented
bioinputs such as Bokashi represents a promising agroecological strategy. These
microorganisms exhibit high functional diversity, providing ecosystem services such as nutrient
cycling, plant growth promotion, and pathogen suppression. When incorporated into organic
substrates such as plant bran, they act as biological catalysts in the fermentation process,
promoting partial decomposition of organic matter and the synthesis of plant-beneficial
secondary metabolites. This not only increases nutrient bioavailability but also supports
beneficial rhizosphere colonization when the bioinput is applied to the soil. In addition, the
production of fermented compost contributes to farmer autonomy, potentially reducing reliance
on chemical inputs while fostering the restoration of soil health through the reactivation of
microbial ecosystem services in degraded soils. This work is organized into three chapters: the
general introduction (Chapter 1), the characterization and microbial dynamics of Bokashi
fermentation with native microorganisms (Chapter 2), and the evaluation of the compost as an
inoculum source for Mimosa caesalpiniifolia Benth. seedlings (Chapter 3). The results
demonstrated that Bokashi fermentation inoculated with native microorganisms followed a
well-defined microbial succession. Early stages were dominated by fermentative yeasts (Pichia,
Torulaspora) and lactic acid bacteria (Lactiplantibacillus, Lacticaseibacillus). Over time,
bacterial genera associated with polymer degradation and agronomic potential, such as Bacillus
and Streptomyces, emerged, along with filamentous fungi such as Aspergillus and Xeromyces,
capable of exploiting more recalcitrant substrates and contributing to the biocontrol of soil
pathogens. When evaluated as an inoculum source, the concentrated form of the compost
favored greater bacterial diversity, whereas the diluted form supported greater fungal diversity,
indicating that different inoculation regimes modulate rhizosphere composition. These findings
reinforce the potential of Bokashi inoculated with native microorganisms as a viable alternative
for introducing beneficial microbial communities that deliver ecosystem services in the soil,
thereby contributing to greater sustainability and ecological resilience of production systems.

Keywords: Bokashi; Soil microbiota; Mimosa caesalpiniifolia; Agroeoclogy.



INDICADORES DE IMPACTO

O aperfeicoamento ¢ a adog¢dao de praticas agroecologicas geram uma s€rie de impactos
positivos alinhados aos principios da sustentabilidade agricola. A substituicdo, ainda que
parcial, de insumos agricolas sintéticos por compostos organicos, como o composto farelado
fermentado, pode gerar impactos sociais, ambientais e econdmicos, sobretudo quando analisada
de forma contextual e ndo absolutizada. Do ponto de vista ambiental, o uso de compostos
fermentados contribui para o reaproveitamento de residuos organicos, para o aumento da
matéria organica no solo e para a melhoria de atributos fisicos e bioldgicos, além de reduzir a
dependéncia de insumos cuja produgdo ¢ energeticamente intensiva e associada a maiores
emissoes de gases de efeito estufa. No ambito social, o uso desses compostos pode favorecer a
diversificacdo de praticas de manejo, estimular processos de aprendizagem e troca de
conhecimentos entre agricultores e reduzir a exposi¢do direta a agroquimicos, especialmente
em sistemas de agricultura familiar. Sob a perspectiva econdmica, embora nem sempre
implique reducdo imediata de custos, o uso complementar de compostos organicos pode
diminuir a vulnerabilidade a oscilagdes de pregos de insumos sintéticos, valorizar recursos
locais e contribuir para maior autonomia no manejo da fertilidade do solo, com efeitos
dependentes das condigdes produtivas e do sistema agricola adotado. Em relagdo aos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagao das Nacdes Unidas (ONU), a produgdo
de compostos organicos pode favorecer a substituicdo parcial de insumos agricolas sintéticos,
alinhando-se principalmente aos ODS 2 (Fome Zero e Agricultura Sustentavel), ODS 12
(Consumo e Producao Responsaveis), ODS 13 (Ac¢do contra a Mudanga do Clima) e ODS 15
(Vida Terrestre). Além disso, o escopo e os impactos deste trabalho enquadram-se na area
tematica de Meio Ambiente da Politica Nacional de Extensdo, que corresponde a um dos
grandes focos das politicas sociais, permitindo classificar os impactos do estudo como
ambientais, com potencial de articulagdo extensionista voltada a promog¢ao do uso sustentavel

dos recursos naturais e de sistemas produtivos ambientalmente responsaveis.



IMPACT INDICATORS

The improvement and adoption of agroecological practices generate a range of positive impacts
aligned with the principles of agricultural sustainability. The partial substitution of synthetic
agricultural inputs with organic compounds, such as fermented bran-based compost, can
generate social, environmental, and economic impacts, particularly when analyzed in a
contextual and non-absolutist manner. From an environmental perspective, the use of fermented
composts contributes to the reuse of organic residues, increases soil organic matter, and
improves soil physical and biological attributes, while also reducing dependence on inputs
whose production is energy-intensive and associated with higher greenhouse gas emissions.
From a social standpoint, the use of these composts may promote diversification of management
practices, stimulate learning processes and knowledge exchange among farmers, and reduce
direct exposure to agrochemicals, especially in family farming systems. From an economic
perspective, although it does not necessarily result in immediate cost reductions, the
complementary use of organic composts may reduce vulnerability to price fluctuations of
synthetic inputs, enhance the use of local resources, and contribute to greater autonomy in soil
fertility management, with effects depending on production conditions and the agricultural
system adopted. Regarding the United Nations Sustainable Development Goals (SDGs), the
production of organic composts may support the partial replacement of synthetic agricultural
inputs, aligning mainly with SDG 2 (Zero Hunger and Sustainable Agriculture), SDG 12
(Responsible Consumption and Production), SDG 13 (Climate Action), and SDG 15 (Life on
Land). In addition, the scope and impacts of this work fall within the Environmental thematic
area of Brazil’s National Extension Policy, which encompasses major social policy priorities
related to environmental protection, sustainable natural resource management, and the
promotion of environmentally responsible production systems. In this context, the impacts of
the study can be classified as environmental, with potential extension relevance due to their

applicability in sustainable agriculture and ecosystem conservation.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

A intensifica¢do da agricultura nas ultimas décadas tem sido fortemente orientada pelo
aumento da produtividade, em funcdo da crescente demanda por alimentos, fibras e
biocombustiveis. No entanto, essa busca pela maximizagdo dos rendimentos, baseada na
mecanizag¢do intensiva e no uso elevado de fertilizantes sintéticos e defensivos agricolas, tem
gerado impactos significativos na qualidade do solo. Tais praticas ndo sdo consideradas
sustentaveis a longo prazo, pois contribuem para a compactagdo, erosdo, acidificacdo,
salinizacdo e, sobretudo, para a degradacdo biologica do solo, expressa pela redugdo da
diversidade e da funcionalidade da microbiota edafica (Primavesi, 2006; Derpsch e Friedrich,
2009; Lal, 2015; Banerjee et al., 2019).

A diminuicdo da diversidade microbiana no solo implica na perda dos servigos
ecossistémicos prestados pelos microrganismos, como a fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN),
a mineralizacdo de compostos organicos, a supressao de patdgenos, a ciclagem de nutrientes e
a formagdo de agregados estaveis, essenciais para manuten¢do da estrutura do solo (Bender,
Wagg e van der Heijden 2016; Tomazelli et al., 2024). Dessa forma, a degradagdo fisica,
quimica e biologica do solo resulta em condi¢cdes menos favordveis para os microrganismos
benéficos, desencadeando um processo de empobrecimento progressivo do ambiente edafico,
com prejuizos diretos a fertilidade, resiliéncia e produtividade agricola a longo prazo, levando
em casos extremos, ao abandono da area (Primavesi, 2000).

Portanto, a adocdo de praticas agricolas que promovam o aumento da biodiversidade e
funcionalidade ecoldgica de microrganismos do solo se torna uma estratégia importante para
mitigar os impactos causados pela degradacdo nos sistemas agricolas e desenvolver uma
agricultura mais sustentavel e resiliente (Altieri, 2012; Rhodes, 2017).

Nesse contexto, a agroecologia emerge como uma alternativa necessaria frente aos
impactos negativos cumulativos provocados pelo manejo convencional, sobretudo no que se
refere a degradagao biologica dos solos e a supressao dos servigos ecossistémicos mediados por
microrganismos. Diferentemente da agricultura intensiva, que historicamente prioriza a
maximizagdo da produtividade por meio do uso desenfreado de fertilizantes quimicos,
pesticidas e praticas como o revolvimento frequente do solo, a agricultura ecoldgica busca
restaurar e fortalecer os processos ecoldgicos naturais que sustentam os ecossistemas agricolas,
promovendo ao mesmo tempo produtividade e sustentabilidade, por meio de praticas

conservacionistas de manejo do solo (Derpsch e Friedrich, 2009; Rhodes, 2017; Newton et al.,
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2020; Giller et al., 2021).

Para Newton et al., (2020), a comunidade microbiana do solo exerce uma ampla gama de
fungdes ecologicas que sustentam direta e indiretamente a produtividade agricola, a resiliéncia
dos sistemas naturais e a sustentabilidade dos ambientes cultivados. Diversos autores citam a
importancia de microrganismos, como bactérias simbiontes e de vida livre fixadoras de
nitrogénio, solubilizadores de fosforo, fungos micorrizicos, e muitos outros grupos como
desempenhadores de servigos ecossistémicos fundamentais na nutricdo vegetal, manuten¢ao da
estrutura do solo, inducdo de resisténcia sistémica nas plantas, aumento da eficiéncia do uso da
agua entre outras contribuigdes diretas e indiretas (Brussaard, de Ruiter e Brown, 2007; Lal,
2015; Banerjee et al., 2019).

Nesse sentido, o uso de compostos fermentados farelados do tipo Bokashi tem sido uma
estratégia e de facil preparo na propriedade, capaz de fornecer nutrientes de forma gradativa e
equilibrada, além de introduzir comunidades microbianas benéficas responsaveis por aumentar
o potencial enzimatico do solo e consequentemente melhorar a qualidade e a ciclagem de
nutrientes (Andrade, 2011; Footer, 2014; Quiroz e Céspedes, 2019). Trata-se de um bioinsumo
produzido a partir de materiais organicos ricos em carbono e nitrogénio associado a acao
fermentadora de comunidades microbianas benéficas conhecidas como microrganismos
eficientes (EM) (Higa e Parr, 1994; Siqueira e Siqueira, 2013).

Estudos demonstram que este bioinsumo pode reduzir significativamente a dependéncia
de fertilizantes sintéticos e de insumos derivados de combustiveis fosseis, os quais geram
impactos socioambientais negativos e que oneram as operagoes agricolas, além de reintroduzir
microrganismos que atuam nos ciclos biogeoquimicos do solo em ambientes que se encontram
fragilizados (Carvalho e Rodrigues, 2007; Gonzéalez-Rodriguez et al., 2023).

A producao de mudas de espécies florestais para fins de recuperagdo de areas degradadas
também pode ser beneficiada com seu uso, uma vez que em ambientes degradados, ¢ comum
encontrar uma fauna edafica reduzida e fragilizada, composta predominantemente por
comunidades microbianas de baixa diversidade funcional e limitada capacidade simbiotica,
resultado da intensa perturbacdo fisico-quimica do solo causada por praticas insustentaveis de
uso da terra (Macedo et al., 2022; Tomazelli et al., 2024; Ciricugno et al., 2024; Smith et al.,
2024). Desse modo, a adi¢ao de compostos fermentados como o Bokashi, que sdo ricos em
microrganismos benéficos, pode ser uma estratégia eficaz para reintroduzir biodiversidade
funcional no solo nesses ambientes (Quiroz e Céspedes, 2019; Kruker et al., 2023).

Portanto, quando incorporado ao substrato de viveiros, esse bioinsumo pode atuar ndo

apenas como fonte de nutrientes, mas também como veiculo de inoculagdo microbiana,
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favorecendo o estabelecimento de interagdes benéficas desde a fase inicial da producao de
mudas. Tais interagdes podem contribuir para o desenvolvimento de sistemas radiculares mais
vigorosos, aumentar a resisténcia a estresses abioticos € promover uma maior eficiéncia na
absor¢ao de nutrientes pelas raizes, o que pode aumentar a resiliéncia das mudas apos o
transplantio e acelerar os processos de sucessdo ecologica e regeneracdo do solo nas areas
restauradas (Moreira et al., 2009; Giller e Sanchez, 2019). Assim, o uso estratégico de
compostos fermentados representa uma abordagem agroecoldgica promissora para a
recuperagdo de ecossistemas degradados (Altieri e Nicholls, 2020).

No entanto, apesar dos avangos na utilizagdo desses bioinsumos, a producao artesanal de
Bokashi, embora acessivel e difundida entre agricultores familiares e praticantes da
agroecologia, apresenta limitacdes, especialmente quando considerada em escalas comerciais
ou sob condigdes técnicas pouco controladas. Essas limitagdes decorrem principalmente da
qualidade dos insumos utilizados, da auséncia de controle dos parametros fermentativos e da
falta de padronizagao dos protocolos de preparo (Goulart, 2020).

O equilibrio adequado entre fontes de carbono e nitrogénio ¢ um fator essencial para a
fermentagdo eficiente e para a proliferacdo de microrganismos benéficos no composto, bem
como para o controle de pH, temperatura e umidade. Quando o processo de fermentagdo nao ¢
bem conduzido ou ocorre de forma incompleta, pode haver proliferacdo de microrganismos
oportunistas e patogénicos (Oliveira, 2015; Goulart, 2020; Villamizar, 2014). Um desequilibrio
nessa etapa também pode resultar na produ¢do de compostos toxicos, como aminas € acidos
organicos em excesso, bem como em baixa atividade microbiana.

Outra limitacdo se refere a captura e selecdo de microrganismos do solo, processo
empirico baseado em caracteristicas visuais como a coloragdo das colonias, o que carece de
critérios robustos que garantam a composi¢do funcional desejada. Sem identificagdo
microbioldgica ou testes seletivos, ha risco de incorporagdo de espécies ndo benéficas e
patogénicas ao solo, as plantas, e at€¢ mesmo a saude humana, além de nao garantir captura de
grupos funcionais, como os microrganismos promotores de crescimento de plantas (Villamizar,
2014; Kruker et al., 2023).

Portanto, compreender como essas populagdes se estruturam, interagem entre si e se
transformam durante as etapas de confec¢do do composto se torna essencial para preencher
lacunas de conhecimento e aprimorar os protocolos de producdo. Isso permite nao apenas
otimizar a eficiéncia agrondmica do Bokashi, mas também avangar no desenvolvimento de
bioinsumos de alta qualidade, alinhados aos principios da agricultura regenerativa e

agroecologica, contribuindo para a construcdo de sistemas produtivos mais resilientes,
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autossustentaveis e ambientalmente responsaveis (Altieri e Nicholls, 2020).

Neste estudo, a pratica de confec¢ao de compostos farelados fermentados do tipo Bokashi
foi avaliada quanto a sua eficiéncia como fonte de in6culo de microrganismos benéficos na
producao de mudas da espécie Mimosa caesalpiniifolia, popularmente conhecida como sabia,
a partir da obten¢do de comunidades microbianas provenientes de uma area de ocorréncia da
mesma espécie. Adicionalmente, a dindmica populacional microbiana durante o processo de
fermentagdo do composto foi avaliada. Amostras do solo rizosférico associado durante o
crescimento inicial das mudas e do composto em diferentes tempos de fermentagao foram
submetidas a extracdo de DNA total e ao sequenciamento genético, usando os marcadores
genéticos RNAr 16S, para bactérias, e ITS, para fungos, visando determinar os principais

géneros envolvidos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A biodiversidade microbiana do solo

O solo ¢ um componente fundamental de qualquer bioma terrestre, sendo a base sobre
a qual se sustentam a vegetagao, a fauna e os processos ecoldgicos, constituindo um ecossistema
complexo, dindmico e vivo, com papel central na regulagao do clima, decomposi¢cao de matéria
orginica e consequente ciclagem de nutrientes, filtragdo da 4gua e manutencdo da
biodiversidade (Lavelle et al., 2006). Sua composi¢cdo mineral, organica e bioldgica molda
diretamente a estrutura e a funcionalidade dos biomas, influenciando desde a produtividade
primaria até a resiliéncia ecologica diante de distirbios naturais ou antropicos (Primavesi,
2006).

Muitos autores defendem que o solo seja considerado um sistema ecoldgico autonomo,
analogo a um bioma, especialmente em termos de complexidade funcional, abrigando uma das
maiores biodiversidades da Terra, com estimativas indicando que mais de 25% das espécies do
planeta habitam o solo (Lavelle ef al., 2006; Decaéns, 2010; Bardgett e van der Putten, 2014;
Rhodes, 2014). Essa diversidade ndo ¢ apenas taxondmica, mas também funcional, uma vez
que os organismos do solo desempenham papéis cruciais nos ciclos biogeoquimicos (Bender,
Wagg e van der Heijden 2016). A complexidade do meio edafico também se expressa em sua
estrutura fisica e quimica heterogénea, com poros, agregados, gradientes de umidade, oxigénio
e pH que criam microambientes especificos (Primavesi, 2006; Moreira, 2009).

A matriz mineral constitui a fracdo inorganica do solo, formada por particulas que
determinam a textura e influenciam a retengdo de agua, trocas cationicas e a mobilidade de

nutrientes (Chesworth, 2006; Brady e Weil, 2017). Sobre essa matriz, desenvolve-se a matéria
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organica do solo, derivada da decomposi¢ao de residuos vegetais, animais € microrganismos, €
que forma o humus, um conjunto de compostos organicos complexos que desempenha papel
fundamental na capacidade de troca catidnica (CTC), na agregagao estrutural e na retencao de
agua (Stevenson, 1994). Nos poros da matriz solida do solo encontram-se a solugdo do solo,
rica em ions € compostos organicos essenciais ao metabolismo biolodgico e geoquimico, € o ar
do solo, com maior concentragdo de CO2 ¢ menor de O, refletindo a atividade microbiana ¢ a
porosidade do solo. Atuando sobre esses componentes esta a biota do solo, cuja atividade
modula a estrutura e a funcionalidade do sistema (Wall et al., 2012; Lehmann e Kleber, 2015).

O conjunto desses fatores constitui o ecossistema do solo, que pode ser definido como
uma unidade funcional da natureza, composta pela interagdo entre os componentes bioticos e
abidticos, em que ocorrem fluxos de energia e ciclos de nutrientes que sustentam a vida. Dessa
forma, tanto os organismos quanto o ambiente devem ser considerados em conjunto para
compreender a dinamica ecoldgica (Odum e Barrett, 2007; Chapin, Matson e Vitousek, 2011).

Os componentes funcionais de um ecossistema correspondem aos elementos e processos
que asseguram a manutencdo da estrutura ecologica e a provisdo de servigos ecossistémicos
essenciais (Wall et al., 2012). Esses componentes podem ser agrupados em quatro categorias
principais: bidticos, abidticos, fluxos de energia e ciclagem de nutrientes. Os produtores
primarios sdo seres autotroficos, organismos fotossintetizantes, como plantas, algas e
cianobactérias, responsaveis pela fixagdo da energia solar em compostos orgéanicos.

Os consumidores sdo organismos heterotroficos que obtém energia ao consumir outros
seres vivos, podendo ser primarios, secundarios ou terciarios. Decompositores sdo
microrganismos que degradam matéria organica morta, liberando nutrientes ao ambiente e
fechando os ciclos biogeoquimicos (Odum e Barrett, 2007). Componentes abidticos incluem os
fatores fisicos e quimicos que condicionam a vida no ecossistema, tais como: atmosfera, clima,
solo e recursos hidricos, elementos essenciais para a sobrevivéncia dos organismos, que
definem os limites de tolerancia das espécies e influenciam a produtividade primaria
(Gliessman, 2000; Chapin, Matson e Vitousek, 2011).

A energia entra no ecossistema pela fotossintese e flui entre os niveis troficos pela
cadeia alimentar. A cada transferéncia, uma parte da energia ¢ dissipada como calor, conforme
a segunda lei da termodinamica. Essa perda progressiva limita o numero de niveis troficos e €
definida como o fluxo de energia no sistema (Begon, Townsend e Harper, 2007). A ciclagem
de nutrientes refere-se a transformag¢do biogeoquimica dos elementos essenciais a vida, como
carbono, nitrogénio, fosforo, enxofre, potassio e outros. Esses elementos circulam entre os

compartimentos bioticos e abidticos por meio de processos como a fixacdo bioldgica de
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nitrogénio, a decomposi¢do da matéria organica, a mineralizacao e a imobilizagado, a lixiviagao,
a volatilizagdo e a adsor¢do no solo. Essa ciclagem garante o retorno dos nutrientes aos

produtores, fechando os ciclos ecoldgicos (Gliessman, 2000).

Figura 1 — Componentes funcionais de um ecossistema natural.
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Fonte: Gliessman (2000).

Ao estudarmos a ecologia edafica, ¢ importante conceituar a cadeia alimentar que
compde esse sistema, uma organizagao hierdrquica complexa, estruturada em multiplos niveis
interconectados que sustentam seu funcionamento. Cada grupo de organismos ocupa um nicho
ecologico que determina o equilibrio do ecossistema. A biodiversidade ¢ estruturada
funcionalmente e diferentes grupos biologicos atuam de forma interdependente (Primavesi,
2006; Chamorro-Martinez et al., 2022).

Essa cadeia baseia-se primariamente na matéria organica morta como principal fonte de
energia, € sua organizacdo segue uma estrutura tréfica em trés niveis principais, com
subdivisdes internas. O nivel tréfico basal compreende microrganismos saprobios, responsaveis
pela transformagdo da matéria organica, que ¢ decomposta em compostos assimildveis e inclui
bactérias que degradam compostos soliveis como aglcares simples, fungos que atuam
principalmente na degradacdo de compostos recalcitrantes como a lignina e celulose, e
actinobactérias que produzem enzimas extracelulares e antibidticos, influenciando tanto a

decomposicdo quanto a estruturagdo da comunidade microbiana (Moreira et al., 2009; Lavelle

et al., 2006). Esses microrganismos constituem a base da cadeia alimentar edafica, formando o
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“pool” microbiano, que serd consumido pelos niveis superiores.

O nivel intermediario inclui organismos da micro e da mesofauna, que se alimentam de
decompositores ou de matéria organica parcialmente decomposta. Esses consumidores regulam
as populagdes microbianas e redistribuem nutrientes no solo, formando uma ponte entre os
decompositores microbianos e os niveis superiores, além de influenciar diretamente a estrutura
fisica do solo e a formacdo de agregados. Dentre eles estdo protozodrios, nematodides,
colémbolos e acaros. (Bardgett e van der Putten, 2014; Chamorro-Martinez et al., 2022).

No nivel trofico superior, estao os representantes da macrofauna e, diferentemente dos
grupos anteriores, sdo faceis de observar a olho nu. Incluem anelideos, insetos sociais, térmitas,
besouros, aracnideos, larvas de insetos, entre outros (Lavelle et al., 1997; Wall et al., 2012).
Esses seres exercem fungdes-chave na estrutura do habitat edafico e sua composi¢ao atua como
bioindicadora da sustentabilidade em agroecossistemas (Ramos et al., 2025).

Por meio da bioturbagao, esses organismos constroem galerias e tuneis que promovem
maior porosidade, favorecem a infiltracdo de agua, facilitam o desenvolvimento das raizes e
melhoram o fluxo de gases entre as camadas do solo. Além disso, a deposi¢do de excrementos
e o transporte de matéria orgdnica proporcionam microambientes ricos em nutrientes, que
servem de base para a atividade da mesofauna e dos microrganismos (Six et al., 2004; Lavelle
et al., 2006; Chamorro-Martinez et al., 2022; Batista et al., 2023; Ramos et al., 2025;
Vasconcelos et al., 2025).

Essa rede de interagdes € critica para a manutencao das propriedades fisico-quimicas do
solo. A perda ou desequilibrio de qualquer um desses grupos, seja pela alteragdo da estrutura,
uso intensivo de agroquimicos, redu¢do da matéria organica ou mudangas no uso do solo, pode
causar uma ruptura na funcionalidade ecoldgica do ambiente edafico (Moreira e Siqueira, 2006;
Bender, Wagg e van der Heijden 2016). Isso se traduz em maior susceptibilidade a erosdo,
reducdo da capacidade de infiltracdo e retencdo de 4gua, diminuicdo da fertilidade, diminuicao
da aeracdo e troca de gases, menor ciclagem de nutrientes e perda de resiliéncia do
agroecossistema (Brussaard e Brown, 2007).

Portanto, a intera¢do entre solo e vegetagdo ¢ bidirecional, pois, enquanto as plantas
dependem do solo para nutrientes, agua e estabilidade, a vegetagdo contribui para a formacao e
conservagao do solo ao fornecer cobertura, matéria organica e ao modular o microclima. Essa
interacdo ¢ particularmente critica nos biomas tropicais, onde os solos frequentemente acidos e
intemperizados, sob condi¢cdes ambientais como altas temperaturas e regimes sazonais de
precipitagdo, sdo fatores que aceleram a decomposicdo da matéria organica e os ciclos

biogeoquimicos, o que exige uma atividade bioldgica continua para a manutencao da fertilidade
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e dos processos ecoldgicos (Primavesi, 2006; Melo et al., 2013). Nesse contexto, a
biodiversidade do solo torna-se uma necessidade funcional para garantir o equilibrio dos
processos bioquimicos e fisicos que sustentam a produtividade nesses ecossistemas (Brussaard
e Brown, 2007; Moreira e Siqueira, 2006; Mendes, Garbeva e Raajimakers, 2013).
Compreender as relagdes ecologicas entre macro, meso € microfauna, fatores fisicos e
quimicos ¢ um fator central no desenvolvimento de praticas agricolas sustentdveis e
conservacionistas. A adogao de praticas que conservem ou restaurem essa biodiversidade, como
0 uso de bioinsumos e o manejo ecologico do solo, ¢ fundamental para enfrentar os desafios da

degradagdo do solo e da recuperacdo de areas degradadas.

2.2.  Microrganismos promotores do crescimento de plantas (MPCPs)

A diversidade microbiana do solo sustenta uma ampla gama de interacdes, desde
associagdes simbioticas altamente especificas até relagdes de cooperacdo mais generalistas
(Souza, Ambrosini ¢ Passaglia, 2020). A interagdo entre plantas e microrganismos do solo
reflete um refinado processo de coevolucdao, no qual as plantas selecionam parte de sua
microbiota associada por meio da liberacao de exsudatos radiculares, que servem tanto como
fontes de energia quanto como sinalizadores bioquimicos (Berendsen, Pieterse e Bakker, 2012;
Glick, 2015; Quevedo et al., 2023).

Dentre os muitos grupos de microrganismos envolvidos nos processos biogeoquimicos
do solo, destacam-se os chamados Microrganismos Promotores do Crescimento de Plantas
(MPCPs), cujo papel na agricultura tem se tornado cada vez mais relevante no contexto da
transi¢do para sistemas produtivos mais sustentdveis € menos dependentes de insumos
sintéticos (Backer et al., 2018; Smith et al., 2024). Este grupo de microrganismos tem a
capacidade de estimular o desenvolvimento vegetal por meio de diferentes mecanismos
fisiologicos, bioquimicos e ecologicos.

O marco cientifico fundamental que possibilitou a compreensdo da acdo dos
microrganismos promotores do crescimento de plantas foi o desenvolvimento da microbiologia
do solo como disciplina cientifica no final do século XIX e no inicio do século XX, aliado a
descoberta da fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN) e a elucidacdo das relagdes simbioticas e
rizosféricas entre plantas e microrganismos. Martinus Beijerinck (1888—1901), microbiologista
holandés, isolou e descreveu os primeiros microrganismos diazotroficos de vida livre
(Azotobacter), estabelecendo que certos microrganismos poderiam fixar N2> atmosférico sem a
presenca de nddulos em leguminosas. Essa descoberta foi fundamental para a ideia de que

microrganismos poderiam nutrir plantas, influenciando seu crescimento independentemente da
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adubac¢do quimica (Vessey, 2003).

No inicio do século XX, pesquisadores como Nobbe e Hiltner em 1896, e depois Fred,
Baldwin e McCoy demonstraram que o género Rhizobium era o agente simbiotico responsavel
pela formagao de nodulos em leguminosas, permitindo a fixagao simbiotica do N2. Esse foi o
primeiro modelo de interagdo planta-microrganismo benéfica reconhecida como
fisiologicamente relevante para a nutricao vegetal (Fred, Baldwin, e McCoy, 1932)

No Brasil, pesquisas lideradas por Johanna Dobereiner nas décadas de 1960 e 1970
identificaram e demonstraram a importancia de bactérias diazotroficas nao nodulantes,
especialmente do género Azospirillum, associadas a gramineas como milho, trigo, sorgo e,
sobretudo, cana-de-agucar. O reconhecimento da capacidade dessas bactérias de promover o
crescimento vegetal e fixar nitrogénio, em associacao epifitica e endofitica com plantas ndo
leguminosas, representou uma ruptura no paradigma vigente da época, que considerava a FBN
restrita quase exclusivamente as leguminosas (Ddbereiner, 1992).

Esses achados levaram ao desenvolvimento de inoculantes microbianos adaptados para
culturas de gramineas tropicais, reduzindo significativamente a dependéncia de fertilizantes
nitrogenados industriais, altamente custosos economicamente ¢ ambientalmente. Além dos
beneficios econdmicos, hd um impacto expressivo na mitigagdao das emissoes de gases de efeito
estufa, especialmente de 6xidos de nitrogénio, altamente poluentes e associados ao uso
excessivo de fertilizantes quimicos. Estima-se que a FBN associada as leguminosas economize
globalmente milhdes de toneladas de nitrogénio sintético, além de reduzir custos e mitigar
impactos ambientais, como emissdo de gases de efeito estufa e contaminagdo de corpos d'agua
por nitratos (Herridge ef al., 2008; Hungria, Nogueira e Araujo, 2016).

O impacto econdmico e ambiental dessa descoberta € imensuravel, especialmente
considerando que a fixa¢do bioldgica de nitrogénio (FBN) substitui, total ou parcialmente, a
necessidade de fertilizantes nitrogenados industriais, cuja producdo depende fortemente de
combustiveis fosseis pelo processo Haber-Bosch (Reid, Ferguson e Gresshoff, 2011; Rhodes,
2017). Atualmente, mais de 80% do nitrogénio requerido pela soja no Brasil ¢ suprido por
bactérias simbioticas, especialmente do género Bradyrhizobium (Hungria e Mendes, 2015). Isso
permitiu que a expansao da soja ocorresse em areas de Cerrado, cujos solos originalmente sdo
altamente pobres nesse nutriente.

Além da FBN, os MPCP atuam por diversos mecanismos diretos e indiretos. Entre os
diretos, destacam-se a solubilizacdo de fosforo e potassio por bactérias dos géneros Bacillus,
Pseudomonas e Azospirillum, que liberam acidos organicos e enzimas fosfatases, tornando

nutrientes minerais biodisponiveis (Rodriguez e Fraga, 1999; Gomes et al., 2016; Tomazelli et
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al., 2024), a producdo de fitormonios, como auxinas, giberelinas e citocininas, que estimulam
o desenvolvimento radicular e vegetativo e a producdo de ACC-desaminase, enzima capaz de
reduzir os niveis de etileno nas plantas sob estresse, promovendo maior resiliéncia (Glick,
2014). Nos mecanismos indiretos, destacam-se a supressao de fitopatégenos via producdo de
compostos antimicrobianos e competi¢do por nicho ou espago (Compant et al., 2005; Backer et
al., 2018).

Os microrganismos também podem atuar por meio de antibiose, produgdo de
sider6foros, indugdo de resisténcia sist€émica e parasitismo direto sobre patogenos (Lugtenberg
e Kamilova, 2009). Entre eles, destaca-se Bacillus subtilis, que atua na supressao de Fusarium
oxysporum por meio da produc¢do de compostos antimicrobianos, como iturina, surfactina e
fengicina, além da formacao de biofilmes que limitam a colonizacdo da rizosfera por patégenos
(Ongena e Jacques, 2008). Da mesma forma, Pseudomonas fluorescens tem ampla aplicacao
no controle bioldgico de patdogenos como Pythium, Rhizoctonia e Fusarium, por meio da
produgdo de sideroforos, que sequestram ferro, e da sintese de antibidticos, como o 2,4-
diacetilfloroglucinol, fundamentais para a antibiose (Weller, 2007).

Entre os principais grupos de bactérias, destacam-se as gram-negativas como
Azospirillum, Gluconacetobacter, Pseudomonas e Rhizobium, embora também haja
representantes gram-positivos, como os géneros Bacillus e Paenibacillus. Caracteristicas como
motilidade, quimiotaxia, capacidade de aderéncia, tolerancia a estresses ambientais e eficiéncia
no crescimento sdo determinantes para que esses microrganismos se estabelecam na rizosfera e
colonizem os tecidos internos das plantas (Compant et al., 2005; Glick, 2020). Em
contrapartida, as plantas liberam exsudatos radiculares que fornecem fontes de carbono,
aminoacidos e metabolitos secundarios, como flavonoides especificos, os quais exercem
influéncia direta na diversidade e na atividade metabdlica das comunidades microbianas
associadas (Gomes et al., 2016).

Com relacdo aos fungos benéficos, Trichoderma harzianum ¢é conhecido por seu
mecanismo de micoparasitismo, no qual envolve e degrada as hifas de fitopatdgenos como
Sclerotinia sclerotiorum e Rhizoctonia solani e ainda fungos dos géneros Fusarium, Pythium e
Botrytis, além de produzir enzimas hidroliticas (quitinases e glucanases) e compostos volateis
que inibem o crescimento dos patogenos, podendo induzir resisténcia sist€émica nas plantas
(Harman, 2000). Embora Azospirillum brasilense ndo atue diretamente na supressdo de
patdgenos, sua capacidade de promover o crescimento, fortalecer o sistema radicular e induzir
resisténcia sistémica contribui significativamente para a reducao de doencas, especialmente as

causadas por fungos de solo (Cassan et al., 2020).
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Além disso, espécies do género Streptomyces destacam-se pela produgdo de uma ampla
gama de metabolitos bioativos com atividade antibidtica, demonstrando eficicia contra
patogenos como Phytophthora capsici € Botrytis cinerea, o que evidencia seu grande potencial
no controle bioldgico (Viaene et al., 2016). Estudos de Mendes et al. (2011) indicam que
consorcios microbianos, que combinam diferentes espécies bacterianas, apresentaram maior
eficacia na supressdo de Rhizoctonia solani do que isolados individuais, reforcando a
importancia da diversidade microbiana para a satde do solo e das plantas.

Do ponto de vista ecoldgico e econdmico, outras simbioses exploradas comercialmente
incluem micorrizas arbusculares, estabelecidas por fungos das ordens Glomerales e
Diversisporales, que expandem a area de absorc¢ao das raizes (Smith e Read, 2008), bactérias
endofiticas ndo nodulantes, como Azospirillum spp., amplamente aplicadas em gramineas,
incluindo milho, trigo e cana-de-actcar, conferindo aumento na absor¢do de nutrientes e
resisténcia a estresses abiodticos (Hungria et al., 2010) e ainda diversos microrganismos
associados a ciclagem de carbono e degradacdo de compostos organicos, fundamentais na
manuten¢do da estrutura fisica do solo, na formag¢ao de agregados e na regulagdo do ciclo da
matéria organica (Primavesi, 2006; Singh ef al., 2011).

Os MPCPs s3o componentes naturais da microbiota do solo, estando intimamente
associados as raizes, a rizosfera, a filosfera e até ao interior dos tecidos vegetais (endofitos)
(Compant et al., 2005). Esses organismos fazem parte de complexas comunidades microbianas
que se estruturam em fun¢do de multiplos fatores bidticos e abioticos, tais como a composi¢ao
da matéria organica, a disponibilidade de nutrientes, o pH, a textura do solo, a umidade e a
temperatura, além das interagdes com plantas e outros microrganismos (Mendes ef al., 2011;
Gomes et al., 2016; Fierer, 2017).

A ocorréncia natural dos MPCPs nos solos estd diretamente relacionada a
biodiversidade microbiana, especialmente em ambientes que mantém cobertura vegetal,
elevada quantidade de matéria organica e baixos niveis de perturbagdo antropica (Van der
Heijden et al., 2008). Sendo assim, praticas agricolas convencionais como o uso intensivo de
agroquimicos, fertilizantes sintéticos, revolvimento excessivo do solo e monocultivos,
contribuem significativamente para a redu¢do da diversidade e da abundancia desses
microrganismos, além de favorecerem o surgimento de desequilibrios ecoldgicos e o aumento
de fitopatogenos (Tiedje et al., 1999; Primavesi, 2006; Philippot ef al., 2013; Bender, Wagg e
van der Heijden 2016).

Portanto, para favorecer o aparecimento, estabelecimento e atividade dos MPCPs no

solo, torna-se fundamental a adog¢ao de praticas de manejo ecoldgico e incorporacao de residuos
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com fontes de carbono facilmente assimildvel, como aplicagio de matéria organica de
qualidade como biomassa vegetal de leguminosas, compostos fermentados, biofertilizantes,
esterco curtido e praticas como a rotacdo e consoércio de culturas, manutencdo de cobertura
permanente do solo (plantas de cobertura, adubagdo verde e palhada), reducdo do uso de
agroquimicos, além da aplica¢do de inoculantes biologicos (Altieri, 2012; Moreira e Siqueira,
2006; Mendes et al., 2011).

Técnicas agroecologicas como a captura de microrganismos nativos do solo e sua
multiplicagdo em substratos t€m sido utilizadas com sucesso para restaurar a microbiota
funcional em areas degradadas, promovendo resiliéncia edafica e redu¢do da dependéncia de
insumos industriais (Mendes, Garbeva e Raajimakers, 2013; Oliveira, 2015; Altieri e Nicholls,
2020). Nesse contexto, a evolu¢do do entendimento da ecologia microbiana do solo, incluindo
a dindmica populacional dos MPCPs na producao de compostos fermentados, ¢ essencial para
o desenvolvimento de bioinsumos mais eficientes e para o aprimoramento de estratégias de

manejo que favorecam a resiliéncia dos agroecossistemas (Fierer, 2017).

2.3. Composto organico fermentado do tipo Bokashi

O Bokashi, técnica de compostagem acelerada origindria do Japao, tem sido
historicamente utilizado como insumo organico de rapida disponibilizagdo de nutrientes,
produzido a partir da fermentacdo de farelos vegetais, tortas oleaginosas e outros residuos
agricolas. No método tradicional, a fermentagdo era conduzida por comunidades microbianas
nativas presentes nos insumos € no ambiente, resultando em um produto cuja composi¢ao
microbiologica variava conforme as condigdes locais de produgdo (Yamada e Xu, 2000).

A partir da década de 1980, Teruo Higa, pesquisador da Universidade de Ryukyus, no
Japdo, sistematizou a aplica¢do de consorcios microbianos benéficos, denominados “Effective
Microorganisms” (EM), no processo de producdo do Bokashi (Higa & Parr, 1994). Esse
consorcio de microrganismos simbidticos, composto principalmente por bactérias dcido-laticas,
leveduras, bactérias fotossintéticas, actinobactérias e fungos benéficos, ¢ inoculado a matéria
organica como cultura inicial com o objetivo de padronizar a fermentacdo e potencializar a
geracdo de compostos bioativos (acidos organicos, vitaminas, aminoacidos e fitohormonios),
além de servir como veiculo de indculos microbianos benéficos, favorecendo o estabelecimento
de relagdes simbidticas no solo (Footer, 2014; Olle, 2020).

O processo de producao do Bokashi difere substancialmente da compostagem aerdbica
tradicional, pois enquanto a compostagem convencional ¢ conduzida sob condi¢des aerdbias,

com predominio de microrganismos termofilicos responsaveis pela oxidagdo da matéria
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organica, elevacao da temperatura e mineralizacdo avancada dos residuos (Insam e de Bertoldi,
2007), o Bokashi ¢ obtido por um processo fermentativo, conduzido em condigdes
predominantemente anaerobias, no qual atuam os microrganismos inoculados (Higa e Parr,
1994).

Nessa fermentagdo, a temperatura se mantém na faixa mesofilica (20-40 °C), o tempo
de maturagdo ¢ reduzido (7-21 dias) e a matéria organica ¢ parcialmente decomposta,
preservando compostos funcionais e metabolitos microbianos bioativos, que continuam a se
mineralizar apos aplicagao no solo. Assim, enquanto a compostagem tradicional se caracteriza
pela higienizagdo térmica e fornecimento de matéria organica estabilizada, o Bokashi atua
também como bioinoculante, fornecendo microrganismos vivos e estimulando a microbiota
edafica benéfica (Yamada e Xu, 2000; Insam e de Bertoldi, 2007; Bernal, Alburquerque e
Moral, 2009).

Segundo Footer (2014), a “compostagem” com Bokashi ¢, na verdade, um processo
fermentativo, ndo o processo oxidativo tradicionalmente associado a compostagem. O autor
descreve o processo como “a produgdo de substancias uteis (alcool, aminoacidos, acidos
organicos e substancias antioxidantes) e subprodutos capazes de suprimir microbios que
causam putrefacdo da matéria organica e doengas em plantas, por meio do metabolismo de
microrganismos benéficos”. Esses microrganismos ainda conferem aos bioinsumos elevada
eficiéncia funcional, seja na mineraliza¢dao de nutrientes, na promocao de interacdes benéficas
na rizosfera e na supressao de fitopatogenos (Higa e Parr, 1994; Compant ef al., 2005).

Os autores Siqueira e Siqueira (2013) corroboram essa afirmativa, apontando que a
fermentagdo controlada gera um ambiente propicio a multiplicagdo de comunidades
microbianas funcionalmente ativas e de interesse agricola, que uma vez aplicadas ao solo ou as
plantas, colaboram para a melhoria da qualidade fisica (proporcionando a formagdo de
agregados, aumentando a capacidade do solo de armazenar agua e drenar o excesso,
minimizando os riscos da erosao), quimica (diminuindo as perdas por lixiviagdo € promovendo
maior disponibilizacdo de nutrientes a partir da fermentacdo da matéria organica) e sanitaria
(pela diminuigdo das populagdes de fitopatdogenos do solo).

Portanto o Bokashi ¢ uma ferramenta que articula principios ecologicos com praticas
agricolas, pois, além de fornecer macro e micronutrientes em formas biodisponiveis, atua como
veiculo de microrganismos benéficos (Andrade, 2011). No solo, principalmente em areas
potencialmente degradadas, a introducdo da microbiota associada a matéria organica pode
contribuir com o aumento de produtividade pela promogao de servigos ecossistémicos prestados

pelos microrganismos (Higa e Parr, 1994; Primavesi, 2006).
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Segundo Goulart (2020), o Bokashi tem sido empregado principalmente na olericultura
organica, uma vez que esse setor agricola demanda insumos que aliem fornecimento continuo
de nutrientes sem deixar de ser condizente com a legislagdo organica, que proibe o uso de
fertilizantes quimicos sintéticos. Ainda segundo o autor, por se tratar de um fertilizante
organico, rico em microrganismos benéficos e metabolitos bioativos, o Bokashi promove a
atividade enzimatica no solo, o que leva a uma rapida disponibiliza¢do de nutrientes, favorece
a ciclagem de nutrientes e contribui para o equilibrio da microbiota rizosférica, aspectos
fundamentais em sistemas sem o uso de agroquimicos de sintese. Além disso, sua aplicagdo
frequente pode atender as exigéncias nutricionais elevadas e ciclicas das hortaligas, culturas de
ciclo curto que necessitam de reposi¢do constante de nutrientes em formas prontamente
assimilaveis (Yamada e Xu, 2000; Oliveira, 2015; Olle, 2020).

Inoculantes comerciais a base de EMs consistem em consércios microbianos
formulados como culturas iniciadoras, destinados a acelerar processos fermentativos em
diferentes matrizes organicas, incluindo a producao de Bokashi. Esses consorcios microbianos
atuam como indculos padronizados, introduzindo uma comunidade funcional capaz de induzir
rapidamente a fermentacao lactica. Como consequéncia, ocorrem a reducao do pH do substrato
e a producao de acidos organicos, o que promove a estabilizagao do material, inibindo processos
de putrefacdo e o desenvolvimento de microrganismos deterioradores. Além disso, os EMs
podem contribuir para a sintese de metabolitos bioativos, como bacteriocinas, enzimas €
vitaminas, que exercem efeitos benéficos sobre a qualidade do biofertilizante e potencialmente
sobre a saude das plantas e do solo (Higa e Parr, 1994; Xu, 2001; Joshi et al., 2019)

Formulagdes cléssicas incluem bactérias acido-laticas (BAL) (Lactobacillus spp.,
Bacillus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp.), responsaveis pela fermentagdo latica,
reducdo do pH e inibicdo de patdgenos por producdo de acidos organicos (Compant et al.,
2005); bactérias fotossintéticas (especialmente roxas nao sulfurosas, como Rhodopseudomonas
spp. ), que participam da fixag¢do de nitrogénio e produgdo de substancias bioativas (Olle, 2020);
bactérias promotoras do crescimento vegetal, que atuam na fixacdo de N2, solubilizagdo de
fosforo, supressdo de patdogenos, producdo de auxinas e siderdforos, incluem Azospirillum
brasilense, Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens e Rhizobium spp. (Compant et al., 2005;
Glick, 2020); leveduras (Saccharomyces spp., Candida spp.), produtoras de vitaminas,
aminoacidos e fatores de crescimento, além de participarem da fermentacao alcoolica (Fleet,
2007); actinobactérias (Streptomyces spp. e correlatas), produtoras de antibidticos naturais e
enzimas hidroliticas, importantes para a decomposi¢ao de compostos complexos (Chater, 2016)

e fungos filamentosos (Aspergillus spp., Trichoderma spp. € Mucor spp.), degradadores de
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polimeros complexos (celulose, hemicelulose, lignina), que aceleram a decomposicdo da
matéria organica e atuam no biocontrole (Harman, 2000).

Apesar de existirem no mercado varias estirpes de microrganismos € produtos
comerciais a base de EM de comprovada eficiéncia e que garantem maior reprodutibilidade nos
bioinsumos, muitos pequenos produtores ndo tém acesso a esses produtos, como inoculantes
ou consoOrcios microbianos, devido a uma série de fatores, como a falta de informagao técnica,
baixa disponibilidade no mercado local, custos relativamente altos em comparagdo aos insumos
quimicos subsidiados, auséncia de assisténcia técnica continua e desconfianca quanto a eficacia.
Além disso, a cadeia de distribuicdo de bioinsumos ainda é pouco estruturada em muitas
regides, concentrando-se em polos agricolas maiores, o que limita o acesso em areas rurais mais
isoladas (Sambuichi, Policarpo e Alves, 2024).

No entanto, uma das principais caracteristicas deste biofertilizante ¢ que sua confecgao
costuma ser feita de forma artesanal e até mesmo empirica, por meio do uso de microrganismos
nativos para a inoculacdo do composto. Termos analogos incluem microrganismos indigenas,
ou ainda, microrganismos benéficos. A pratica conhecida como captura de microrganismos
eficientes (EMs), geralmente realizada com arroz cozido, farelos ou outros substratos simples
dispostos sob a serapilheira, tem raizes em saberes tradicionais e populares de agricultores,
especialmente em contextos asiaticos (como no Japao, na Coreia e nas Filipinas) e também em
praticas agroecolodgicas difundidas na América Latina. Esses conhecimentos locais decorrem
da observagao empirica de que a serapilheira de florestas preservadas abriga uma microbiota
diversificada e funcional, capaz de promover a saude do solo e o vigor das plantas.

Essa interface entre o conhecimento tradicional e a ciéncia agroecologica ¢
frequentemente destacada como uma das bases do uso de EM e de Bokashi. Higa (1998) ja
havia relatado que o desenvolvimento do conceito de Effective Microorganisms se inspirou em
praticas locais de fermentacdo e manejo bioldgico de residuos. No Brasil, autores como Altieri
(2012) e Siqueira e Siqueira (2013) ressaltam que a agroecologia valoriza e incorpora os saberes
tradicionais, incluindo a coleta e multiplicagdo de microrganismos nativos como parte da
construcgao de sistemas agricolas mais sustentaveis.

Outras fontes de indculos para a produgdo de compostos fermentados sao obtidas através
da coleta e multiplicacao de microrganismos oriundos de diversas fontes alternativas, pois estes
ocorrem naturalmente em certos ambientes, como em solos sauddveis; preparados de raizes
noduladas; liquidos de compostagens; fermentados de graos cozidos ou frutas, onde ha riqueza
de microbiota de interesse (Oliveira, 2015). Um estudo de Siqueira e Siqueira (2013) menciona

que outra fonte de inodculo pode ser obtida pelo Kefir, por conter colonias de bactérias lacticas
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e leveduras.

O autor Footer (2014), levanta a ideia de que a composi¢ao do consdrcio microbiano da
formulacao EM funciona principalmente em fun¢ao dos grupos principais (bactérias roxas nao
sulfurosas, bactérias acido-laticas, bactérias fotossintetizantes, fungos benéficos, leveduras e
actinomicetos) que iniciam a fermentagdo. A premissa proposta por Dr. Higa enfatiza que nao
¢ a combinagao exata ou a propor¢ao de microrganismos que torna o EM funcional, mas o fato
de que os microrganismos trabalham juntos como um grupo, apoiando-se mutuamente e
alimentando-se uns dos outros, de modo que nenhuma espécie se torna protagonista, mas
tornando o conjunto em si forte e adaptavel. Essa sinergia e diversidade conferem ao consorcio
microbiano a capacidade de se adaptar a uma gama mais ampla de condi¢des ambientais, além
de permitir aos microrganismos que, individualmente, seriam incapazes de sobreviver a serem
usados com sucesso no consorcio. Isso atesta o poder de ter esses microbios operando e agindo
em um consorcio, em vez de individualmente (Higa, 1996)

As fontes organicas que servirdo de substrato e de fonte de nutrientes também podem
ser adaptadas a realidade de cada produtor. Substratos como farelos de trigo e mamona tém
ganhado destaque nesse sentido, pois desempenham papéis fundamentais como fontes de
energia e nutrientes, além de oferecer suporte fisico ao desenvolvimento e ao metabolismo da
microbiota fermentativa. Cada um desses ingredientes contribui de forma distinta, mas
complementar, para o processo de fermentacdo, dependendo do tipo de Bokashi adotado
(Goulart, 2020; Gonzalez-Rodriguez et al., 2023).

O farelo de trigo ¢ uma fonte rica em carboidratos complexos (como amido e celulose),
além de conter proteinas, fibras, minerais e vitaminas do complexo B. Quando associado a
outros ingredientes energéticos da mistura, como melago ou agucar, atua como meio de cultura
para microrganismos, estimulando sua multiplicacdo e a producdo de 4cidos organicos, enzimas
e metabolitos bioativos, além de ajudar na estrutura fisica do composto, favorecendo aeracao e
controle da umidade (Pian, 2019; Goulart, 2020).

Ja o farelo de mamona ¢ particularmente valioso por ser rico em nitrogénio organico,
com teor elevado de proteinas (em torno de 5 a 6% N), o que o torna um insumo de alto valor
como fonte de nitrogénio para os microrganismos € para as plantas. Possui também compostos
secundarios, como a ricina e outras substancias com potencial antimicrobiano e bioestimulante,
que podem modular a composicdo microbiana do Bokashi, além de contribuir para a
mineralizacdo do N durante a fermentagdao. Quando bem fermentado, a toxicidade natural da
mamona ¢ degradada, tornando o composto seguro e eficiente como biofertilizante (Moreira e

Siqueira, 2006; Goulart, 2020).
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A combinagdo desses dois insumos promove um equilibrio entre a relacio C/N
(carbono/nitrogénio), fundamental para a fermentacdo eficiente e para a estabilizagdo da
matéria organica. Um Bokashi com C/N adequado favorece a multiplicagdo de microrganismos
benéficos, como bactérias fixadoras de nitrogénio, solubilizadoras de fosforo, produtoras de
fitohormonios e indutoras de resisténcia sist€émica (Glick, 2020). Segundo Goulart (2020), outro
insumo rico em N que pode ser utilizado nas formulag¢des de compostos fermentados ¢ o farelo
da fitomassa das fabaceas, vantajosa estratégia pois pode ser produzida especificamente nas
dependéncias da propriedade agricola, fato que pode contribuir para a redugdo de custos quanto
a aquisi¢cdo de insumos, principalmente os de elevados teores de N.

Portanto, a integracdo dos conhecimentos da ecologia microbiana do solo, das
interagdes bioldgicas e dos processos fermentativos pode nao apenas preencher lacunas técnicas
na producdo de compostos como o Bokashi, mas também conduzir a agricultura para modelos
regenerativos, de baixa dependéncia de insumos sintéticos e combustiveis fosseis, alinhados
aos principios da sustentabilidade e da satde dos agroecossistemas tropicais (Altieri, 2012).

Nesse sentido, a utilizagdo de microrganismos nativos na produgdo de compostos
organicos fermentados, t€ém se mostrado uma estratégia promissora na agricultura sustentavel,
especialmente por sua capacidade de melhorar a qualidade do solo. Estudos recentes
demonstram que, quando bem formulados, esses compostos podem ter impactos significativos
tanto na produtividade agricola quanto na sustentabilidade dos sistemas de cultivo (Quiroz e
Céspedes, 2019; Gonzalez-Rodriguez et al., 2023).

No entanto, apesar dos avangos no uso desses compostos, ainda sdo escassos os estudos
que detalham a dindmica populacional microbiana durante o processo de fermentacdo, bem
como a sua persisténcia e funcionalidade apos a aplicacdo no campo, principalmente quando
sdo utilizados microrganismos nativos. Entender quais grupos microbianos prevalecem, como
interagem entre si € com a matriz organica, e como se adaptam as condigdes do solo receptor,
constitui uma fronteira cientifica que pode aprimorar significativamente a eficiéncia desses
bioinsumos (Compant et al., 2005; Mendes et al., 2011).

Alguns estudos apontam limitagdes no uso de microrganismos nativos, especialmente
quando ndo hé controle adequado das condi¢des de fermentacdo ou quando hé desequilibrio na
composi¢ao dos materiais utilizados. Quiroz e Céspedes (2019) afirmam que a fermentagao do
Bokashi requer temperatura e umidade controlada, caso contrdrio pode ocorrer o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos e putrefativos, que competem com os
microrganismos benéficos desejaveis.

Em outro estudo, Gonzalez-Rodriguez et al., (2023) salientam que a auséncia de analise
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de qualidade do produto final como avaliacdo laboratorial de pH e condutividade elétrica, o
Bokashi mal elaborado pode apresentar baixa concentracdo de nutrientes disponiveis, e ainda
pode apresentar fitotoxicidade quando aplicado em excesso. A falta de repetibilidade e
padronizacdo também ¢ uma limitagdo importante, visto que cada lote pode variar
significativamente, devido a sensibilidade dos processos fermentativos e a variabilidade de
microrganismos inoculados. Isso limita a reprodutibilidade dos resultados e a comparacgio
cientifica dos efeitos agronomicos entre diferentes areas, culturas e condigdes edafoclimaticas.

Esses dados revelam que, embora os compostos fermentados produzidos com
microrganismos nativos apresentem alto potencial, seu sucesso depende de uma série de fatores,
como os microrganismos utilizados na inoculagdo, o equilibrio dos materiais organicos
utilizados e o controle das condig¢des fisico-quimicas da fermentagdao. Além disso, a escassez
de estudos que acompanhem a dindmica populacional dos microrganismos ao longo do processo

de fermentacdo representa uma lacuna critica no desenvolvimento desses bioinsumos.

24. Producao de mudas florestais nativas

O Brasil ¢ um pais de dimensdes continentais, e a produ¢do de mudas florestais tém um
papel fundamental em atividades relacionadas a recomposi¢do da vegetagdo nativa e na
restauragdo ecoldgica de ecossistemas degradados. A promulgacdo da Lei n® 12.651, de 25 de
maio de 2012, conhecida como o novo Cddigo Florestal Brasileiro, representou um marco
regulatdrio para a conciliagdo entre produgao agricola e conservagao ambiental.

Um dos pilares dessa legislagdo ¢ a obrigatoriedade de recuperacdo de éareas de
Preservagdao Permanente e Reservas Legais, especialmente em imdveis rurais que desmataram
além dos limites legais antes de 2008. Essa exigéncia criou uma demanda crescente por mudas
de espécies nativas adaptadas aos diferentes biomas brasileiros, para que os proprietarios
possam cumprir suas obrigagdes legais de recomposicao da vegetagdo nativa (BRASIL, 2012).

A biotecnologia, a micropropagagao e o melhoramento genético t€ém se consolidado
como estratégias eficazes para a producao massiva de mudas e clones comerciais, permitindo a
formacdo de plantios homogéneos, com alto vigor e desenvolvimento acelerado. Essas
tecnologias viabilizam um stand de plantas padronizado, condi¢ao fundamental para atender as
exigéncias da silvicultura intensiva. Como consequéncia, viveiros comerciais tendem a
priorizar espécies exoticas de rapido crescimento, especialmente Eucalyptus spp., cuja cadeia
produtiva apresenta demanda consolidada e retorno econdmico imediato. Essa prioriza¢ao
reflete uma logica predominantemente voltada aos interesses da industria em detrimento da

ampliacao da producdo de espécies nativas de alto valor ecologico para fins de restauragao
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(Wendling, Trueman e Xavier, 2014; Brancalion e Holl, 2020).

Detentor de uma das maiores biodiversidades floristicas do planeta, o Brasil apresenta
elevado potencial para a restauragao ecoldgica com elevada diversidade de espécies nativas. No
entanto, a produ¢do de mudas nativas no Brasil enfrenta multiplas limitagdes: desde questdes
técnicas (como a falta de padronizacdo nos protocolos de germinagdo, manejo, adubagdo e
controle fitossanitario) até fatores estruturais e institucionais, como distribuicdo desigual de
viveiros e auséncia de politicas publicas robustas. Essas barreiras dificultam a viabilidade
econOmica ¢ a escalabilidade de viveiros nativos, especialmente em biomas como Cerrado e
Amazonia. Essas problematicas tém sido destacadas em levantamentos nacionais (Alonso,
2013; IPEA, 2015; Freire, 2024), em estudos-praticas de educagdo ambiental (Rodrigues, Silva
e Oliveira, 2024) e em manuais técnicos de silvicultura (Dionisio ef al., 2025).

Essa assimetria compromete a oferta de mudas adaptadas as condi¢des locais e com
diversidade genética e funcional compativel com as metas de restauragdo em larga escala. Além
disso, a diversidade de espécies efetivamente produzidas ¢ muito inferior a riqueza floristica
nativa brasileira, dificultando a implementagdo de projetos de restauragdo com elevada
diversidade funcional e estrutural, como preconizado pelo Codigo Florestal (Rodrigues et al.,
2009).

A producao de mudas em viveiros florestais brasileiros caracteriza-se por uma baixa
diversidade taxondmica, marcada pela predominancia de espécies exoticas ou de nativas de
facil propagacdo, geralmente pioneiras e com interesse econdmico imediato (madeireiro,
ornamental ou de rapido crescimento) (Alonso, 2013). Essa simplificagdo compromete a
restauragdo da complexidade estrutural e funcional dos ecossistemas. Estima-se que, do total
de mais de 8.000 espécies arboreas nativas do Brasil, menos de 400 sejam cultivadas com
alguma frequéncia em viveiros, representando cerca de apenas 5% da flora arborea nativa do
pais (IPEA, 2015). Essa baixa representatividade limita a diversidade funcional dos plantios de
restauracgdo, dificultando a recuperagdo de processos ecologicos essenciais, como a oferta de
recursos para a fauna e resiliéncia a distirbios ambientais (Brancalion ef al., 2012).

Outra limitag¢@o € que a maior parte da producdo de mudas nativas ¢ feita por viveiros
de pequeno porte, com baixa mecaniza¢ao e infraestrutura limitada, o que gera variabilidade na
qualidade e inviabiliza o atendimento de grandes projetos de restauracdo (IPEA, 2015). A falta
de padronizagdo no uso de substratos e recipientes também impacta diretamente a qualidade da
muda e sua sobrevivéncia no campo. A producdo de mudas nativas ainda enfrenta a baixa
valorizagdo da atividade por politicas de fomento e financiamento. A auséncia de subsidios e

incentivos fiscais reduz a atratividade economica da atividade (Rodrigues et al., 2009). Além
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disso, a demanda por mudas nativas frequentemente esta atrelada a projetos especificos, como
compensagdes ambientais ou programas publicos, e ndo apresenta regularidade de mercado,
como ocorre com espécies comerciais.

Os custos com coleta, transporte de sementes, produgao e manutengao das mudas até o
plantio também oneram a atividade, especialmente em projetos em areas remotas ou de dificil
acesso. Além disso, a demanda ainda € sazonal e incerta. Para finalizar, o controle de pragas e
doengas em viveiros de nativas também ¢ desafiador, pela diversidade de espécies e pela
auséncia de defensivos registrados para esse uso (Carvalho, 2006; Lemes, 2021).

Apesar dessas limitagdes, diversas iniciativas vém apontando caminhos promissores
para o fortalecimento da cadeia produtiva de mudas. A adogdo de viveiros como espagos de
educacdo ambiental, o uso do resgate de plantulas da regeneragdo natural e a valorizagao do
conhecimento ecologico tradicional sdo praticas que contribuem para ampliar a diversidade e
resiliéncia das mudas produzidas (Viani e Rodrigues, 2007; Calegari ef al., 2011). Do ponto de
vista técnico, avancos como a adoc¢do de substratos mais sustentaveis e econdmicos, a
automacdo de sistemas de irrigacdo e a aplicagdo de bioinsumos, como microrganismos
promotores do crescimento, podem aumentar a eficiéncia e a qualidade das mudas.

Nesse contexto, a ado¢ao de estratégias agroecoldgicas na producao de mudas florestais
pode ser uma alternativa promissora para elevar a qualidade fisioldgica das plantas e contribuir
com a recuperacao de solos degradados. Dentre essas estratégias, destaca-se o uso de compostos
fermentados, como o Bokashi, que alia o fornecimento de nutrientes a inocula¢do de
microrganismos benéficos, com potencial para promover a satide do substrato e estimular o
crescimento radicular das mudas (Oliveira, 2015; Goulart, 2020). A incorporacdo desse
bioinsumo ao substrato dos viveiros pode atuar como veiculo de indéculo microbiano,
contribuindo para enriquecer a rizosfera das plantas desde a fase inicial de produgdo, o que ¢
especialmente relevante para a posterior introdug@o em areas degradadas, onde o solo apresenta
microbiota simplificada, baixa fertilidade e estrutura fisica comprometida (Hungria et al.,
2010).

Desse modo a inoculagdo prévia com consércios microbianos benéficos pode favorecer
a formacao de simbioses funcionais e contribuir para o restabelecimento das cadeias tréficas do
solo (Compant et al., 2005; Mendes et al., 2011). Assim, a utilizagdo de Bokashi como
condicionador bioldgico de substratos em viveiros florestais representa uma estratégia sinérgica
entre a produ¢do de mudas de alta qualidade e a reintroducgdo de biodiversidade funcional em

ecossistemas em processo de restauragao.
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2.5. Leguminosas florestais

As espécies florestais da familia Fabaceae sdo caracterizadas como espécies
facilitadoras no processo de regeneragdo ambiental, em fun¢ao de sua plasticidade ecoldgica,
tolerancia a toxicidade por aluminio (Al**) e capacidade de associagdo com microrganismos
benéficos do solo, sendo reconhecidas como componentes estratégicos em projetos de
restauragdo ecologica, reflorestamento e sistemas agroflorestais (SAFs) (Dias et al., 1995;
Schroth et al., 2004; Espindola et al., 2005).

Uma das principais contribui¢des dessas espécies estd relacionada a simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio, principalmente dos géneros Rhizobium e Bradyrhizobium,
que convertem o nitrogénio atmosférico em formas assimildveis pelas plantas, reduzindo a
dependéncia de fertilizantes nitrogenados e promovendo o enriquecimento natural do solo
(Moreira e Siqueira, 2006).

Além da FBN, as leguminosas sdo reconhecidas por sua capacidade de acumular
biomassa rapidamente, tolerar solos de baixa fertilidade e compactagdo, atuar na recuperacao
da estrutura fisica e quimica do solo e proporcionar cobertura vegetal densa, que reduz a erosao
e contribui para a conservagao da umidade (Carvalho, 2006; Silva et al., 2013; Gei et al., 2018).
Por apresentarem copa ampla e sistema radicular vigoroso, muitas dessas espécies também
exercem influéncia positiva sobre o microclima local, contribuindo com sombreamento e
protecao contra a radiacdo solar direta, o que favorece a regeneracdo natural de espécies
secundarias e climax (Rodrigues et al., 2009).

Em sistemas agroflorestais, as leguminosas arboreas sdo amplamente utilizadas como
espécies de servico, com funcdes agroecoldgicas que incluem a ciclagem e a mobilizacao de
nutrientes por meio da adubagdo verde, o fornecimento de matéria organica, o suporte a
trepadeiras, além do uso como fonte de forragem, madeira, sombra e alimentagcdo animal e
humana. Espécies como Inga edulis, Gliricidia sepium, Mimosa caesalpiniifolia, Leucaena
leucocephala e Clitoria fairchildiana sao frequentemente utilizadas por apresentarem rapido
crescimento, alta rusticidade e valor multipropoésito. (Schroth et al., 2004; Espindola et al.,
2005).

Nos ambientes degradados, onde hé severa perda da microbiota funcional (Macedo et
al., 2022; Tomazelli et al., 2024), a introdug¢do de leguminosas pode acelerar o processo de
sucessao ecologica, atuando como espécies facilitadoras, criando condi¢des mais favoraveis
para o estabelecimento de outras espécies vegetais, inclusive de dificil regeneragdo natural
(Reis et al., 2010; Gei et al., 2018). Do ponto de vista operacional, essas espécies sdo também

vantajosas para viveiros florestais, pois, em geral, apresentam boa producao de sementes,
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facilidade de germinagao e alta taxa de sobrevivéncia no campo, caracteristicas que as tornam
ideais para projetos em larga escala e com restri¢des orgamentarias.

No entanto, ¢ necessario avangar em estudos sobre sua ecologia funcional, diversidade
genética regional e interagdes simbioticas, a fim de ampliar seu uso com base em critérios
técnicos e ecologicos mais robustos. Ainda existem muitos gargalos cientificos, técnicos e
operacionais que necessitam ser superados para o avango do desenvolvimento dessas espécies
em programas de restauragdo ecologica, entre eles aumentar a variedade, uma vez que a maioria
dos projetos utiliza um nimero restrito de espécies leguminosas nativas (Carvalho, 2006;
Dubeux et al., 2017). Isso ocorre porque ainda ha pouca informagdo cientifica sobre as
exigéncias ecologicas, estratégias de regeneracdo natural, resiliéncia ao estresse hidrico,
interagdo com microrganismos simbiontes e desempenho de outras espécies promissoras,
principalmente as nativas do Brasil (Rodrigues ef al., 2009).

Outras limitagdes envolvem a coleta de sementes que ainda ¢ feita de forma oportunista
e muitas vezes em populacdes pequenas, o que compromete a variabilidade genética das mudas
e pode afetar a resiliéncia das espécies em campo (Melo et al., 2013). Também faltam bancos
de sementes regionais estruturados, germoplasma domesticado, bem como protocolos de
producao de mudas com rastreabilidade genética (Dubeux et al., 2017).

Também sdo escassas as informagdes sobre manejo silvicultural de leguminosas
arboreas em sistemas de restauragdo, como espacamento ideal, podas, consorcios
recomendados, comportamento frente a distirbios e papel em diferentes estdgios sucessionais.
Muitos projetos ainda aplicam modelos generalistas, sem considerar a funcionalidade especifica
das leguminosas. Muitas leguminosas arboreas possuem alto potencial madeireiro, forrageiro,
ornamental, apicola, medicinal, mas essas fungdes ainda sdo subexploradas (Dubeux et al.,
2017). A auséncia de cadeias produtivas estruturadas limita o incentivo econdmico a sua
plantacdo em areas privadas, restringindo seu uso quase exclusivamente a projetos financiados
por politicas publicas ou compensagdes legais (Rodrigues et al., 2009; Melo et al., 2013).

A auséncia de integracao entre pesquisadores, viveiristas, produtores, restauradores e
formuladores de politicas publicas dificulta a transferéncia de conhecimento, a adoc¢ao de
tecnologias inovadoras (como inoculantes microbianos e sementes geneticamente rastreadas),
bem como a construgdo de politicas efetivas de fomento a producao e uso de leguminosas
nativas. Em termos de perspectivas futuras, destaca-se a necessidade de ampliar pesquisas sobre
germoplasma adaptado localmente, praticas padronizadas de manejo e inoculagdo, além de
fortalecer cadeias de produ¢do de mudas com maior diversidade de espécies. Essas agdes sao

fundamentais para consolidar e expandir o uso das leguminosas florestais em restauragao
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ecoldgica e silvicultura sustentavel.

2.6. Mimosa caesalpiniifolia

A espécie florestal Mimosa caesalpiniifolia Benth. ¢ popularmente conhecida como
sabia ou sansdao-do-campo, e pertence ao filo Tracheophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Fabales, familia Fabaceae e género Mimosa (LPWG, 2017). E uma importante nativa pioneira
da Caatinga do Nordeste, mas atualmente ¢ considerada endémica no pais, ocorrendo desde o
Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste, at¢ o Sul do Brasil, tanto em formagdes primarias
quanto secundarias, e esta presente nos biomas Amazonia, Caatinga, Mata Atlantica, Cerrado e
Floresta Ombrofila (Coradin, Camillo e Pareyn, 2018).

E uma espécie pioneira que produz madeira para diferentes finalidades, com potencial
ornamental e para reflorestamentos heterogéneos destinados a recomposi¢do de dareas
degradadas e a preservagdo permanente (Lorenzi, 1992; Lima, 1996). Caracterizada por sua
rusticidade, é capaz de se adaptar a ambientes degradados, com baixa fertilidade e umidade do
solo, alta tolerancia a secas prolongadas e a altas temperaturas, rdpido crescimento e boa
capacidade de regeneracdo, porém nao tolera baixas temperaturas (Carvalho, 2006; Fernandes
etal., 2023).

Essas caracteristicas favorecem seu desenvolvimento em ambientes onde a vegetagdo ¢
totalmente suprimida, apresentando, nesse caso, potencial invasor e, com grandes producoes de
sementes com dorméncia que permanecem viaveis, podendo abastecer o banco de sementes no
solo por varios anos; por isso, ¢ recomendada cautela no seu manejo e cultivo (Carvalho, 2006;
Coradin, Camillo e Pareyn, 2018).

O sabia ocorre, naturalmente, em terrenos profundos, principalmente em solos de
textura arenosa e por sua baixa exigéncia em fertilidade e umidade dos solos, desenvolve-se
bem, inclusive em 4reas muito degradadas, onde tenha havido movimenta¢do de terra e
exposi¢do do subsolo (Carvalho, 2006). E uma espécie multifuncional e de rapido crescimento,
podendo alcangar 4 m de altura em 2 anos de idade, caracteristicas que a tornam uma boa op¢ao
para ser usada em sistemas agroflorestais e silvipastoris, como adubo verde, forragem,
restauragdo de areas degradadas, formagdo de cercas vivas, moirdes vivos € quebra-ventos
(Oliveira, Lima e Costa, 1998; Matos, 2005; Rodrigues et al., 2009).

Apresenta folhas compostas, alternas, bipinadas, geralmente com seis pinas opostas,
cada uma provida de quatro a oito foliolos glabros (Lorenzi, 1992). O fuste ¢ revestido de
ritidoma que desprende-se por rimas longitudinais em laminas estreitas delgadas. As flores sdo

meliferas, alvas, em espigas pequenas, com odor caracteristico (Lima, 1996). O fruto desta
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espécie ¢ um craspédio glabro e sublenhoso, de cor castanho, com o pericarpo segmentado
formando articulos monospérmicos deiscentes.

O craspédio se caracteriza pela presenca do replum, margem persistente que se destaca
das faces do fruto, como uma moldura (Lima, 1996); as sementes apresentam-se variando em
forma, de obovoide a oblonga e orbicular, dura e lisa, com 5,1 a 5,9 mm de comprimento por
4,4 a 6,3 mm de largura, e 1,3 a 1,8 mm de espessura; o tegumento ¢ castanho-claro a marrom,
e a superficie ¢ lisa lustrosa, com presenca de pleurograma em forma de ferradura. O nimero
de sementes por quilo, pode variar de 11.000 a 33.000 (Carvalho, 2006).

Sua madeira ¢ explorada devido as propriedades fisico-mecanicas, sendo utilizada para
a producdo de estacas, portas ¢ moirdes, lenha e carvdo. Mesmo nio recebendo nenhum
tratamento, sua madeira com alto peso especifico (0,86g/cm?) apresenta vida 1til acima de 20
anos. Os plantios aos 5 anos chegam a produzir cerca de 5000 estacas/ha (Coradin, Camillo e
Pareyn, 2018). Os povoamentos de sabia geralmente sao explorados pelo sistema seletivo e de
talhadia. Essas operacdes sdo executadas para promover o maior desenvolvimento das hastes.
Possui habito de crescimento cespitoso, com o nimero de ramificagdes desde a base variando
de trés a oito, e associado a sua boa capacidade de rebrota, gera alta produgdo de madeira. O
tronco geralmente ¢ dotado de aculeos em maior ou menor grau, mas podendo ser inerme
(Carvalho, 2006).

A adogao da Mimosa caesalpiniifolia como forrageira tem sido amplamente estudada,
revelando seu potencial como recurso alimentar para bovinos, caprinos e ovinos, especialmente
em sistemas silvipastoris e em pastagens do semiarido (Primo et al., 2018). Segundo Lima
(1996) as folhas do sabid sdao de alto valor forrageiro, sendo recursos nutricionais valiosos em
épocas criticas, como os periodos de estiagem. Estudos de Vieira ef al. (2005) mostraram que
a composi¢do quimica da forragem de sabid pode variar entre periodos de chuva e seca,
apresentando teores médios de 27,6 % de proteina bruta (PB) na estagdo chuvosa, caindo para
19,3 % na seca.

As raizes do sabid sdo do tipo axial, com raizes secundarias longas, finas, bem
ramificadas, castanho-clara, com muitos nddulos bacterianos presentes em todo o conjunto. Os
nddulos apresentam crescimento irregular e baixa atividade da nitrogenase (Faria et al., 1984;
Carvalho, 2006). Eles sao formados devido a capacidade do sabia em estabelecer relacdes
simbioticas com bactérias do género Rhizobium. Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs),
como Rhizophagus clarus, também podem estar presentes, caracteristicas que contribuem para
sua capacidade de se estabelecer em areas degradadas, melhorando as condi¢des do solo e

reforgando sua competitividade em campo (Soares et al., 2020; Fernandes et al., 2023). Os
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rizobios fixam nitrogénio atmosférico e o fornecem a planta, enquanto os FMAs auxiliam na
absorc¢ao de agua e nutrientes minerais, em especial o fosforo (Faria ef al., 1984).

Leguminosas arboreas sdao conhecidas por possuirem a capacidade de aumentar a
disponibilidade de nitrogénio sob sua copa, elevando principalmente o teor deste nutriente nas
espécies herbaceas que crescem nesta area. Segundo Carvalho (2006), esse efeito pode ser
observado visualmente em algumas épocas do ano, como nos periodos de estiagem, quando as
forrageiras que crescem sob arvores de sabia apresentam-se bem mais verdes do que aquelas
fora da influéncia da copa.

Em projetos de restauracdo ambiental, reflorestamento e implantacdo de sistemas
agroflorestais (SAFs), recomenda-se o sabia como consdrcio com esséncias arboreas de maior
valor, pois essa espécie cria um microclima propicio ao melhor desenvolvimento de outras
espécies. Os autores Costa (1983) e Andrade-Lima (1989) a descrevem como Otima espécie
coadjuvante, pois quando plantada em consorciagdo, favorece o crescimento das espécies mais
valiosas. Como planta tolerante a luz e de rapido crescimento, € ideal para plantios heterogéneos
destinados a recomposi¢do de areas degradadas e de preservacdo permanente. Sua capacidade
de rebrota e tolerancia a podas drasticas a tornam uma excelente fornecedora de biomassa para
compor serapilheira e cobertura, contribuindo para o ciclo de nutrientes no solo (Costa, Andrade
e Faria, 1997).

A propagacgdo ¢ geralmente feita por sementes, que requerem escarificagao para superar
a dorméncia tegumentar (Carvalho, 2006). Segundo Soares ef al. (2020), o uso de substratos
enriquecidos e inoculacdo com rizobios nativos pode aumentar significativamente o vigor e o
desenvolvimento das mudas. A utilizacdo de Bokashi e de outros compostos orginicos como
fonte de in6culo microbiano pode ser uma estratégia interessante para esse proposito, visando
levar as mudas inoculadas ao campo para melhorar a microbiota associada e a sanidade das
mudas.

Portanto, M. caesalpinifolia desempenha papel relevante na restauracdo ecoldgica,
principalmente em areas potencialmente degradadas. Sua capacidade de melhorar o solo, atrair
polinizadores e atuar como espécie facilitadora para outras plantas torna-a estratégica em
programas de recuperacdo ambiental e sistemas agroflorestais. Além disso, sua adaptacao ao
clima tropical seco aponta para sua relevincia crescente em cenarios de mudangas climaticas e

desertificacdo (Rodrigues et al., 2009).
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CAPITULO 2 - Caracterizacio Microbiana Durante o Processo de Fermentacao de
Bokashi Inoculado com Microrganismos Nativos

RESUMO

O Bokashi ¢ um bioinsumo obtido pela fermentacao de residuos vegetais e agroindustriais ricos
em matéria organica, conduzida por microrganismos nativos sob condigdes anaerdbicas. Esse
processo gera metabolitos benéficos, como acidos organicos, enzimas, hormonios vegetais e
compostos antimicrobianos, conferindo ao produto propriedades bioestimulantes. No entanto,
ainda existem lacunas quanto a composicdo e a dindmica funcional das comunidades
microbianas envolvidas. Este trabalho teve como objetivo acompanhar a dindmica temporal das
comunidades bacterianas e fingicas durante o processo de producdo do Bokashi. Uma mistura
de farelo de trigo e torta de mamona foi inoculada com microrganismos nativos do solo,
ativados por uma semana, em garrafas contendo agua destilada e aglicar mascavo. Amostras
foram coletadas a cada trés dias ao longo de vinte e um dias. A composi¢do da comunidade
microbiana foi determinada por meio do sequenciamento de nova geragdo (NGS) das regioes
ITS para fungos e do gene V4 do RNAr 16S para bactérias. Os resultados mostraram que a
comunidade microbiana do Bokashi ¢ altamente dindmica, passando de um predominio inicial
de leveduras fermentativas e bactérias acido-laticas, responsaveis pela rapida acidificacdo e
estabilizacdo do composto, para comunidades mais complexas em fases posteriores, com a
presenca de géneros bacterianos como Bacillus e Streptomyces, e fungicos como Aspergillus e
Xeromyces, descritos como sendo de importancia agrondmica, seja associados a degradacao de
substratos recalcitrantes, promovendo a ciclagem de nutrientes, seja a promog¢ao do crescimento
de plantas como agentes de biocontrole e no equilibrio funcional do processo. Além disso, a
analise de indices de diversidade (Chaol e Shannon) revelou maior riqueza e diversidade nas
fases intermedidrias, sugerindo um pico de coexisténcia microbiana antes da estabilizagdo final.
Esses achados reforcam que a fermentagdo do Bokashi, além de promover a transformacao de
nutrientes em formas assimildveis, constitui um processo de sucessao ecoldgica microbiana
comparavel a sistemas naturais de decomposi¢do, porém acelerado em ambiente controlado, e

atua como veiculo de indculos benéficos ao solo e a satide vegetal.

Palavras-chave: Bokashi; Ecologia microbiana; Agroecologia; Fermentacao
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ABSTRACT

Bokashi is a bioinput obtained by fermenting plant and agro-industrial residues rich in organic
matter, using native microorganisms under anaerobic conditions. This process generates
beneficial metabolites, including organic acids, enzymes, plant hormones, and antimicrobial
compounds, that confer biostimulant properties to the product. Nevertheless, knowledge gaps
remain regarding the composition and functional dynamics of the microbial communities
involved. This study aimed to monitor the temporal dynamics of bacterial and fungal
communities during the Bokashi production process. A mixture of wheat bran and castor bean
cake was inoculated with a consortium of native soil microorganisms previously activated for
one week in bottles containing distilled water and brown sugar. Samples were collected every
three days over a total period of twenty-one days. Microbial community composition was
assessed through next-generation sequencing (NGS) of the ITS region for fungi and the V4
region of the 16S rRNA gene for bacteria. The results revealed that the Bokashi’s microbial
community is highly dynamic, shifting from an initial predominance of fermentative yeasts and
lactic acid bacteria—responsible for rapid acidification and stabilization of the compost—to
more complex communities at later stages, including bacterial genera such as Bacillus and
Streptomyces and fungal species such as Aspergillus and Xeromyces. These microorganisms are
recognized for their agronomic importance, whether in the degradation of recalcitrant
substrates, nutrient cycling, plant growth promotion, biocontrol activity, or maintaining the
functional balance of the process. Furthermore, diversity index analyses (Chaol and Shannon)
indicated greater richness and diversity at intermediate stages, suggesting a peak of microbial
coexistence prior to final stabilization. These findings highlight that Bokashi fermentation, in
addition to converting nutrients into more assimilable forms, represents a process of microbial
ecological succession comparable to natural decomposition systems, but accelerated under
controlled conditions. Moreover, it serves as a vehicle for beneficial inoculants that enhance

both soil and plant health.

Keywords: Bokashi; Microbial ecology; Agroecology; Fermentation
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1. INTRODUCAO

A elaboragdao de insumos bioldgicos diretamente nas unidades produtivas rurais tem
ganhado destaque como ferramenta de fortalecimento da agricultura sustentavel, especialmente
em contextos de agricultura familiar, no sentido de promover uma redu¢do da dependéncia dos
insumos quimicos adotados intensivamente no modelo de produgao tradicional, para sistemas
mais equilibrados, reduzindo custos e melhorando a qualidade de vida do agricultor e do solo
(Sambuichi, Policarpo e Alves, 2024). Dessa forma, praticas como a coleta e multiplicagdo de
microrganismos nativos para a confeccdo de biofertilizantes e compostos fermentados,
associados ao uso de insumos adquiridos localmente, entre outras técnicas agroecoldgicas
podem promover maior autonomia produtiva e mais sustentabilidade ambiental nos
agroecosistemas (Altieri, 2012; Goulart, 2020).

A Politica Nacional de Bioinsumos (Decreto n° 10.375/2020) reconhece ¢ incentiva a
producdo e uso de bioinsumos como parte da estratégia nacional de sustentabilidade agricola,
pois representa uma oportunidade de promover a agricultura sustentavel, resiliente e de base
ecoldgica, contribuindo para a restauragao da fertilidade do solo, redugdo da pegada ambiental
da producao agricola e fortalecimento das comunidades rurais (BRASIL, 2020). Esse foi um
marco relevante em relacdo as politicas publicas voltadas para a consolidacdo de um projeto de
mudanca nos padrdes de produgdo agricola, dando visibilidade e forca para o mercado de
produtos bioldgicos (Vidal e Dias, 2023).

Nesse contexto, o composto fermentado farelado do tipo Bokashi destaca-se como
ferramenta de transi¢do agroecologica, fornecendo macro e micronutrientes de forma
equilibrada e funcionando como indculo de microrganismos benéficos que revitalizam o solo.
A reposi¢dao de comunidades microbianas benéficas associadas a matéria organica contribui
para a nutrigdo mineral, estimulo fisioldgico ao crescimento vegetal e protecdo contra
patdgenos (Higa e Parr, 1994; Siqueira e Siqueira, 2013; Kruker et al., 2023). Em ambientes
tropicais, onde a decomposi¢cdo da matéria organica ¢ acelerada, essa atividade microbiana
torna-se ainda mais relevante (Primavesi, 2006).

O Bokashi ¢ produzido pela mistura balanceada de fontes de carbono e nitrogénio,
associadas a materiais energéticos como melago ou acucar, que favorecem intensa atividade
microbiana e fermentac¢do controlada (Footer, 2014; Goulart, 2020). Os microrganismos podem
ser obtidos tanto de produtos comerciais quanto de fontes artesanais, incluindo solo florestal,
serapilheira ou compostos estabilizados (Siqueira e Siqueira, 2013; Oliveira, 2015).

O conceito de Microrganismos Eficientes (EM) foi desenvolvido por Teruo Higa nos anos
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1980, no Japao, ao descobrir consorcios que atuam sinergicamente na decomposi¢do da matéria
organica, promoc¢ao do crescimento vegetal e supressao de patogenos (Higa e Parr, 1994). Esses
consorcios envolvem grupos como bactérias acido-laticas, leveduras e bactérias fotossintéticas,
além de actinobactérias e fungos filamentosos, dependendo da formulagdo (Oliveira, 2015;
Pian, 2019).

A fermentacdo do Bokashi pode ocorrer em condi¢des aerdbicas, anaerdbicas ou
microaerofilicas, resultando em 4cidos organicos, enzimas, vitaminas e nutrientes
biodisponiveis. Durante o processo, fatores como temperatura, oxigénio, umidade e
disponibilidade de nutrientes atuam como filtros ambientais, selecionando grupos mais
adaptados ao longo do processo (Andrade, 2011; Oliveira, 2015; Footer, 2014; Goulart, 2020).
Essa sucessdo microbiana envolve inicialmente bactérias aerobias e fungos saprofitos, seguida
por bactérias acido-laticas e, por fim, microrganismos tolerantes a acidez, como leveduras e
actinobactérias, que contribuem com metabdlitos ¢ enzimas (Lindgren e Dobrogosz, 1990;
Insam e de Bertoldi, 2007; Guo et al., 2023; Liu et al., 2024).

Apesar do uso difundido do Bokashi, os estudos ainda se concentram majoritariamente
em seus efeitos agrondmicos, enquanto a dindmica sucessional das comunidades microbianas
permanecem pouco caracterizadas, principalmente quando se usa como fonte de inoculo
microrganismos nativos do solo capturados localmente. Essa lacuna limita o avango no
aperfeigoamento racional do processo e na padronizacdo de sua aplicagdo em diferentes
contextos agricolas.

Diante disso, o presente estudo buscou caracterizar a dindmica populacional microbiana
durante a fermentagdo de um composto farelado artesanal inoculado com microrganismos
nativos obtidos localmente, contribuindo para a compreensao dos processos microbiologicos

que sustentam a eficiéncia do Bokashi.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparo do composto farelado

O composto farelado foi produzido a partir da mistura de farelo de trigo e de mamona,
nas propor¢des de 60% e 40%, respectivamente (Goulart et al., 2024), ambos obtidos no
Sistema Integrado de Producao Agroecologica (Fazendinha Agroecologica Km 47), localizado
na Embrapa Agrobiologia, em Seropédica, municipio do Rio de Janeiro, Brasil. Como a
mamona (Ricinus communis L.) apresenta potencial toxicidade devido a presen¢a de ricina,

foram utilizados os devidos equipamentos de seguranca individual, como luvas e mascaras.
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Amostras da mistura de farelos foram submetidas a analise elementar de carbono e nitrogénio,
pelo método CHN, no laboratério de Ciclagem de Nutrientes da Embrapa Agrobiologia. Foi
constatado um teor médio de 3,9% de nitrogénio e 41,8% de carbono. A relacdo C/N de
aproximadamente 10,8 indica um composto com bom equilibrio entre carbono e nitrogénio,
considerado adequado para aplicagdo no solo como biofertilizante ou condicionador (Azis et

al., 2023).

2.2. Captura dos Microrganismos Nativos

A captura dos microrganismos eficientes foi realizada conforme o protocolo proposto por
Andrade (2011), em sua publicacdo intitulada “Caderno dos Microrganismos Eficientes -
Instrucdes praticas sobre o uso ecoldgico e social do EM” (Andrade, 2011). Para a confec¢ao
da isca, o arroz cozido ¢ amplamente usado como substrato para captura de microrganismos
nativos porque reune varias caracteristicas que criam um ambiente ideal para o crescimento
inicial de comunidades microbianas benéficas (Higa, 1998; Siqueira e Siqueira, 2013).

Para isso, 3 kg de arroz foram obtidos em um mercado local, cozidos, sem adi¢ao de sal
ou 6leo, e distribuidos em trés calhas de bambu, obtidas na Fazendinha Agroecologica Km 47,
em trés repeticdes. As calhas de bambu foram entdo cobertas com uma tela fina e fixadas com
uma amarracao de barbante para evitar a entrada de artropodes e insetos indesejaveis.

As armadilhas foram dispostas no solo, voltadas para cima, em contato com a camada de
serapilheira, proximo a Fazendinha Agroecolégica Km 47, na unidade da Embrapa
Agrobiologia, em Seropédica, Rio de Janeiro, em uma area de ocorréncia predominantemente
de Mimosa caesalpiniifolia, espécie arbdrea leguminosa conhecida por estabelecer relagao
simbiodtica com bactérias fixadoras de nitrogénio. Vale ressaltar que esta drea apresenta uma
densa camada de serapilheira sobre o solo, o que cria um ambiente rico em microrganismos.
Ap0s sete dias, as iscas colonizadas por microrganismos foram retiradas do campo e levadas
para o laboratorio de leguminosas florestais, na Embrapa Agrobiologia, para a confec¢ao do

composto.
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Figura 1 - Fotografia representativa do fragmento de mata proximo a Fazendinha Agroecologica
Km 47, na Embrapa Agrobiologia em Seropédica, RJ, com predominancia de M.
caesalpiniifolia.

Fonte: Do Autor (2025)

Figura 2 - Iscas elaboradas com calhas de bambu preenchidas com arroz cozido.

Fonte: Do Autor (2025)
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Figura 3 - Iscas colonizadas por microrganismos apods 7 dias em campo.

Fonte: Do Autor (2025)

2.3. Ativa¢ao dos Microrganismos Nativos

As partes do arroz com coloracdes claras de azul, rosa, laranja, vermelho, verde e branco
sdo sinais de que houve coloniza¢do por microrganismos de interesse (Andrade, 2011). As
por¢des com coloragdes escuras (marrom e preto) indicam colonizagdo por microrganismos
decompositores indesejados, as quais foram retiradas e descartadas. As por¢des com coloracao
de interesse foram divididas e colocadas em garrafas pet de 2 L com tampa rosqueavel, e foram
acrescidas, em cada uma, 200 g de agucar mascavo, como fonte energética e estimulo a
fermentagdo. Agua destilada foi adicionada até atingir o volume maximo do recipiente e agitada
até a completa dissolucdo do agucar. Antes do fechamento das garrafas, foi retirado todo o ar
de dentro, apertando suas laterais, criando um ambiente microaerofilico. Essa etapa ¢
genericamente chamada de ativagdo dos microrganismos (Oliveira ef al., 2014).

Durante esse processo, as comunidades microbianas com metabolismo ativo produzem
acidos organicos, hormonios vegetais (giberelinas, auxinas e citocininas), além de vitaminas,
antibidticos e polissacarideos, enriquecendo a solugdo. Esse processo ¢ evidenciado pela
producao de gases, que sdo retirados a cada dois dias por meio da abertura parcial da tampa, a
fim de evitar o rompimento das garrafas. Apos 7 dias na sombra, a ativacao estd completa e o
liquido estd pronto para ser usado como fonte de in6culo para o composto farelado. Ao todo,
foram produzidas quatro garrafas, cada uma correspondente as calhas (iscas) dispostas em

campo, sendo a quarta uma mistura das outras trés, formando um mix.
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2.4. Inoculacio do composto farelado

A solugdo inoculante ativada proveniente de cada garrafa foi adicionada a respectiva
mistura de farelos, em recipientes separados correspondentes a cada repeticdo experimental
(calha). O material foi acondicionado em frascos de vidro de 200 mL com tampa rosqueavel,
até atingir teor de umidade entre 35 e 40%, determinado por compressdo manual: a mistura
deve formar um torrdo estavel, sem esfarelar ou liberar liquido (Goulart et al., 2024).

Em seguida, o material foi compactado e os frascos fechados hermeticamente,
permanecendo por 21 dias em camara incubadora tipo B.O.D., a 30 °C, no Laboratério de
Gramineas da Embrapa Agrobiologia.

No total, foram preparados 32 frascos, permitindo a coleta independente de amostras em
cada tempo de fermentacdo, com quatro repeticdes por tratamento. Essa estratégia evitou
contaminagdes externas e aeracdo indesejada, ja que a abertura de um frasco inviabiliza sua
reutilizagao.

As coletas foram realizadas a cada trés dias, permitindo o acompanhamento das variagdes
de pH, da condutividade elétrica e da composi¢do microbiana ao longo do processo
fermentativo. Considerando os 21 dias de incubac¢do, definiram-se oito tempos de amostragem:

T1 (dia 0), T2 (dia 3), T3 (dia 6), T4 (dia 9), T5 (dia 12), T6 (dia 15), T7 (dia 18) e T8 (dia 21).
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Figura 4 - Camara B.O.D. com os frascos contendo o composto farelado inoculado.

Fonte: Do Autor (2025)

2.5. Medicao do pH e condutividade elétrica

A cada trés dias a partir da inoculagdo dos farelos, amostras foram coletadas para a
medi¢do do valor do pH em agua, da condutividade elétrica e da caracterizagdo microbiana no
composto. Aliquotas dos tratamentos foram retiradas para a determinagdo do valor de pH e de
CE, obedecendo a relacdo de 1:5, ou seja, 8 gramas dos respectivos compostos fermentados
para 32 mL de agua destilada (Moubareck, Alawlaqi e Alhajeri, 2023). As solugdes resultantes
foram agitadas em vortex por 30 minutos para a completa dissolu¢do do composto e
posteriormente o valor de pH foi determinado utilizando pHmetro da marca Biovera, enquanto

os valores de CE foram medidos usando o condutivimetro modelo W120 da marca BEL.

2.6. Avaliacdo da composicido das comunidades de fungos e bactérias do composto
fermentado
Para a determinacdo da comunidade microbiana, amostras de 250 mg de composto foram
coletadas das camadas superficiais (1 a 2 cm de profundidade) de cada frasco, utilizando

material esterilizado. As amostras foram armazenadas em microtubos de 2 mL e mantidas no
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freezer (-30°C). A extracdo de DNA foi realizada com o kit DNAeasy Powersoil, da QIAGEN,
especialmente indicado nesses casos, pois foi desenvolvido para superar as principais
dificuldades dessas matrizes, que contém grande quantidade de inibidores da PCR e matéria
organica complexa. Conceitualmente, esse kit combina trés modulos: ruptura celular (lise) para
liberar DNA de células bacterianas e fungicas; remo¢ao de inibidores (humato, polifendis,
polissacarideos), essencial para solos tropicais ricos em compostos que inibem a PCR; e
purificagao/adsorcao do DNA em uma matriz (silica em coluna spin), seguida de lavagens e
eluicdo do DNA puro. Os kits fornecem reagentes prontos e protocolos otimizados para reduzir
a variabilidade entre as amostras. Apds a extragdo, foram realizadas a quantificagdo ¢ a
avaliag¢do da pureza de 4cidos nucleicos e proteinas no Nanodrop, com posterior verificagao da
integridade do material genético por eletroforese em gel de agarose.

Os tempos escolhidos para as coletas foram T1 (dia zero), T2 (3° dia), T4 (10° dia), T7 (19°
dia) e T8 (21° dia). Cada tempo contou com 4 frascos representando 4 repeti¢des, sendo 20
amostras sequenciadas ao total. Para o sequenciamento de DNA foram utilizados amplicons
gerados pela sequéncia de primers GTGCCAGCMGCCGCGGTAA,
GGACTACHVGGGTWTCTAAT, direcionados a regido V4 do gene RNAr 16S, para
bactérias. Para fungos, foi utilizada a sequéncia de primers
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA, GCTGCGTTCTTCATCGATGC, direcionados a regidao
ITS1-1F (“Internal Transcribed Spacer”), conforme recomendado por White et al. (1990),
Caporaso et al. (2011) e Schoch et al. (2012). O sequenciamento foi feito pela empresa
Novogene. As sequéncias foram processadas com o pacote dada2 no software R, que utiliza um
algoritmo de identificagdo de sequéncias potenciais erros € quimeras e as classificam em ASV
(“Amplicon Sequence Variant”), as quais representam sequéncias unicas de nucleotideos
identificadas no conjunto de dados (Callahan et al., 2016).

A taxonomia das sequéncias foi determinada por comparag@o com as bases de referéncia
SILVA (Quast et al., 2013), para bactérias, e UNITE (Nilsson et al., 2019), para fungos. As
analises estatisticas foram realizadas no software R usando os pacotes phyloseq, Biostrings,
ggplot2, factoextra, microbiome, vegan, dplyr, magrittr, metagMisc e tidyverse. As
comunidades foram ordenadas por uma andlise de componentes principais na matriz de
covariancia com dados transformados com distancia de Hellinger. Para todas as analises,

utilizou-se a versao 4.5.1 do programa R (R Core Team, 2025).
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3. RESULTADOS
3.1. Variacoes de pH e Condutividade Elétrica

Observa-se que ocorreu uma brusca acidificagdo do substrato nos primeiros dias apos
sua inoculagdo, seguida da estabilizagdo do pH em 3,86 ¢ 3,96 (Figura 5). J4 em relagao a
condutividade elétrica, observou-se um aumento consideravel dessa variavel em relagdo aos
valores iniciais do processo de fermentacao, variando entre 2,16 ¢ 4,36 mS/cm. E possivel notar

que ha uma tendéncia dessas variaveis de se estabilizarem a partir do décimo dia.

Figura 5 - Gréfico representando os valores médios de pH e Condutividade Elétrica (mS/cm)
no eixo Y ao longo do tempo (dias) de fermentacdo do composto farelado Bokashi

no eixo X.
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Fonte: Do Autor (2025)

3.2. Caracterizacdo da Comunidade Bacteriana
As analises microbiologicas permitiram uma caracterizagao abrangente da comunidade
microbiana associada aos diferentes tempos (dias) de fermentagdo. A ordenagdo multivariada
por analise de componentes principais (PCA) (Figura 6) ndo evidenciou padrdes claros de
agrupamento das comunidades bacterianas. Uma das comunidades do tempo 1 (T1) se destacou

por um ponto discrepante.
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Figura 6 — Analise de componentes principais (PCA) na matriz de covariancia, baseada na
composi¢ao das comunidades de bactérias determinada a partir do sequenciamento
do gene RNAr 16S. T1, T2, T4, T7 e T8 correspondem, respectivamente, aos
tempos de 0, 3, 9, 18 e 21 dias apds a inoculagao da mistura de farelo de trigo e
torta de mamona.
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Fonte: Do Autor (2025)

No que se refere a abundancia relativa dos filos bacterianos (Figura 7), observou-se uma
predominancia superior a 90% de sequéncias do filo Bacillota, seguida, em menor proporcao,
por sequéncias de Actinomycetota em todos os tempos de fermentacao avaliados. O género
Lactiplantibacillus foi consistentemente o mais abundante ao longo de todo o processo (Figura
8). Ja o género Lentilactobacillus apresentou abundancia extremamente baixa em T1 e T2, mas
aumentou progressivamente a partir de T4, atingindo seu pico aos 21 dias. O género
Lacticaseibacillus apresentou comportamento mais variavel, com redu¢do das abundancias
relativas em T7 e T8. Por sua vez, Paucilactobacillus apresentou maior abundancia nas fases
iniciais da fermentagdo. Finalmente, os grupos ndo identificados, definidos como aqueles com

abundancia inferior a 0,08%, foram mais representativos em T7 e T8.
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Figura 7 - Grafico de barras que representa a variagdo na composi¢ao dos filos bacterianos
predominantes ao longo do tempo de fermentacdo. T1, T2, T4, T7 e T8
correspondem, respectivamente, aos tempos de 0, 3, 9, 18 e 21 dias apds a
inoculagdo da mistura de farelo de trigo e torta de mamona.
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Fonte: Do Autor (2025)

Abundancia relativa (Filo > 1%)

Figura 8 - Gréfico de barras que representa a variacdo na composi¢ao dos géneros bacterianos
predominantes ao longo do tempo de fermentagdo. T1, T2, T4, T7 e T8
correspondem, respectivamente, aos tempos de 0, 3, 9, 18 e 21 dias apos a
inoculagdo da mistura de farelo de trigo e torta de mamona. NA se refere a géneros
com abundancia inferior a 0,08% e, por isso, ndo identificados no gréfico.
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Usando o pacote Microbiome, foi possivel a obtencdo de um grafico de barras

representando o indice de diversidade de Shannon, uma métrica da diversidade alfa que leva
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em conta a riqueza ¢ abundancia relativa das espécies, o numero de espécies observadas ¢ o
estimador de riqueza de espécies Chaol, que estima a riqueza considerando espécies raras, €
estao representados a seguir.

Nota-se que a diversidade bacteriana aumentou com o tempo de fermentagdo, conforme
indicado pela maior riqueza de espécies observada (Figura 9) e estimada (Figura 10) e pela
maior diversidade de Shannon (Figura 11) em tempos maiores. Contudo, a variagdo nos valores
de riqueza e diversidade também foi maior entre as comunidades apds maior tempo de

fermentacao.

Figura 9 - Numero estimado de espécies bacterianas (riqueza observada) em fun¢do do tempo
de fermentacao. T1, T2, T4, T7 e T8 correspondem, respectivamente, aos tempos

de 0, 3,9, 18 e 21 dias ap0s a inoculagdo da mistura de farelo de trigo e torta de

mamona.
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Fonte: Do Autor (2025)
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Figura 10 - Estimador de riqueza de espécies bacterianas (Chaol) ao longo do tempo (dias) de
fermentacgdo. T1, T2, T4, T7 e T8 correspondem, respectivamente, aos tempos de

0, 3,9, 18 e 21 dias apos a inoculagdo da mistura de farelo de trigo e torta de

mamona.
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Fonte: Do Autor (2025)

Figura 11 - Indice de diversidade de Shannon das comunidades bacterianas em fungio do tempo
(dias) decorrido no processo de fermentagdo. T1, T2, T4, T7 e T8 correspondem,
respectivamente, aos tempos de 0, 3, 9, 18 e 21 dias apos a inoculagdo da mistura

de farelo de trigo e torta de mamona.
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3.3. Caracterizacao Fungica

Ao contrario do observado para bactérias, a ordenagdo multivariada por analise de
componentes principais (PCA) evidenciou um claro gradiente de substitui¢do de espécies ao
longo do processo de fermentacdo, com a composi¢do das comunidades flingicas se
distanciando cada vez mais daquela da comunidade inicial & medida que o tempo de
fermentagdo aumentava (Figura 12). Conforme observado para as bactérias, uma das

comunidades do tempo 1 (T1) também se destacou com um ponto discrepante.

Figura 12 - Andlise de componentes principais (PCA) na matriz de covariancia, baseada na
composicao das comunidades de fungos determinada a partir do sequenciamento
do regido ITS. T1, T2, T4, T7 e T8 correspondem, respectivamente, aos tempos
de 0, 3,9, 18 e 21 dias ap6s a inoculacdo da mistura de farelo de trigo e torta de

mamona.
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Fonte: Do Autor (2025)

Todos os fungos presentes no composto pertencem ao filo Ascomycota (Figura 13).
Predominaram as leveduras Pichia e Torulospora no inicio do processo, com baixa abundéncia
relativa de Aspergillus e Xeromyces, fungos filamentosos. A abundéncia das leveduras diminuiu
e a dos fungos filamentosos aumentou gradativamente ao longo do tempo, e, apos 21 dias, a

comunidade foi dominada por Aspergillus e, principalmente, Xeromyces (Figura 14).
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Figura 13 - Grafico de barras que representa a abundancia relativa dos filos de fungos ao longo
do tempo de fermentagdo do composto farelado Bokashi. T1, T2, T4, T7 e T8
correspondem, respectivamente, aos tempos de 0, 3, 9, 18 e 21 dias apds a
inoculacdo da mistura de farelo de trigo e torta de mamona.
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Figura 14 - Composi¢ao de géneros de fungos ao longo do tempo de fermentagdo do composto
farelado Bokashi. T1, T2, T4, T7 e T8 correspondem, respectivamente, aos tempos
de 0, 3,9, 18 e 21 dias apds a inoculagdo da mistura de farelo de trigo e torta de
mamona.
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A diversidade fungica foi maior em tempos intermediarios, provavelmente pela alta

dominancia de leveduras, no primeiro tempo, ¢ de fungos filamentosos, no ultimo (Figura 15).

J4 o nimero de espécies estimadas no composto aumentou ao longo do tempo (Figura 16). A
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varia¢ao nos valores de riqueza e diversidade foi maior entre as comunidades apds um maior

tempo de fermentacao.

Figura 15 - Indice de diversidade de Shannon para fungos ao longo do tempo de fermentagdo
do composto farelado Bokashi. T1, T2, T4, T7 e T8 correspondem,
respectivamente, aos tempos de 0, 3, 9, 18 e 21 dias apos a inoculagdo da mistura
de farelo de trigo e torta de mamona.
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Figura 16 - Estimador de riqueza Chaol ao longo do tempo de fermentacdo do composto
farelado Bokashi. T1, T2, T4, T7 e T8 correspondem, respectivamente, aos
tempos de 0, 3, 9, 18 e 21 dias apds a inoculagdo da mistura de farelo de trigo e
torta de mamona.
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4. DISCUSSAO
4.1. Variaveis fisico-quimicas do composto

Os resultados mostram uma redugdo drastica do pH nos primeiros dias do processo de
fermentagdo, associada a um aumento também dréstico na condutividade elétrica do composto.
Com base no modelo estatistico ajustado (Figura 5), o pH estimado diminuiu exponencialmente,
a uma taxa de 1,2 unidades, até se estabilizar em 3,8. Ja a condutividade elétrica aumentou a
uma taxa de 0,5 unidades, estabilizando-se em 4,37 mS/cm. A queda brusca do pH observada
nos primeiros dias de fermentagdo do Bokashi ¢ um fenomeno que pode estar associado a
atividade de microrganismos especificos como bactérias acido-laticas (BAL) e leveduras, de
modo semelhante ao observado no processo de ensilagem (Guo et al., 2022). Este resultado ¢é
corroborado pela elevada abundancia relativa de BAL e de leveduras dos géneros Pichia e
Torulaspora nos primeiros dias de fermentacao do composto. Diversos autores associam esses
grupos microbianos aos principais responsaveis pela fermentagao inicial de aglicares simples e
compostos soluveis presentes na mistura de farelos, umedecida, compactada e hermeticamente
fechada, ou seja, em um ambiente microaerofilico (McDonald ef al., 1991; Muck et al., 2018;
Guo et al., 2022; Lui et al., 2024).

Por sua vez, o aumento da condutividade elétrica (CE) pode ser interpretado como um
reflexo da liberacdo de ions soltiveis no meio em decorréncia da intensa atividade microbiana,
1sso porque a biodegradacao de substancias organicas complexas libera céations (K*, Ca**, Mg,
NH4") e anions (NOs~, PO+*~, SO+*), os quais elevam a concentracdo eletrolitica do composto
(Insam e de Bertoldi, 2007). Paralelamente, a fermentacao, ao promover a produ¢do de acidos
organicos, como acido lactico, acido acético e acido butirico, além de acidificar o meio,
intensifica a solubilizagdo de nutrientes e a liberagdo de ions H*, contribuindo para o aumento
da CE (Pian, 2019).

Segundo Bernal, Alburquerque e Moral (2009), um ambiente com baixa concentracao
de oxigénio (1 a 10%), abundancia de carboidratos soluveis e pH ligeiramente acido cria
condi¢des que favorecem o desenvolvimento de microrganismos dos géneros Lactobacillus,
Leuconostoc e Pediococcus, bem como de algumas leveduras, como Saccharomyces cerevisiae.
Esses microrganismos metabolizam os ac¢tcares do substrato por meio de vias fermentativas
como a glicolise seguida pela fermentacdo latica (homolatica ou heterolatica) e alcodlica,
gerando produtos metabolicos como acido latico, acido acético, etanol, CO: e, em alguns casos
acido butirico, além de outros acidos organicos, dependendo da microbiota presente (Higa e
Parr, 1994; Siqueira e Siqueira, 2013). Diversos autores citam que a acumulagao desses acidos

organicos provoca a acidificacio do meio, criando um ambiente desfavoravel para
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microrganismos indesejaveis e patdgenos, como coliformes, clostridios ou bactérias
putrefativas, o que melhora a qualidade microbiologica de silagens e compostos fermentados
(Tomich, 2003; Axelsson, 2004; Oliveira, 2015).

Portanto, € possivel concluir que decréscimos no pH estdo associados a eficiéncia do
processo de fermentagao latica. Tomich (2003), citando Moisio e Heikoven (1994), aponta que
apesar de todos os acidos formados na fermentagdo contribuirem para a redu¢do do pH do
substrato, o acido latico possui fundamental papel nesse processo, por apresentar maior
constante de dissociacdo que os demais, fato corroborado por Goulart et al. 2020, que sugere
que dentre os acidos sintetizados, o latico € o que contribuiu em maior magnitude para a reducao
do pH do meio, e cuja sintese ¢ favorecida em formulagdes balanceadas conjugadas a teores de
umidade ideais em condi¢des microaerofilicas.

Desse modo o meio acido ¢ fundamental na manutengdo da qualidade do composto
fermentado e garante a preservacdo de nutrientes e a qualidade biologica do bioinsumo, pois
inibe a a¢do de enzimas e microrganismos capazes de promover a deterioracdo do material
organico, como Clostridium spp., Enterobacter spp., bolores (Aspergillus, Penicillium) e
leveduras nao acido-tolerantes, que requerem pH mais neutro para crescimento e metabolismo
(Axelsson, 2004). O pH 4cido do substrato também interfere na homeostase intracelular desses
microrganismos, inibindo enzimas fundamentais para processos como a glicdlise, sintese
proteica e replicacio do DNA (McDonald ef al., 1991; Bernal, Alburquerque e Moral, 2009;
Muck, 2010)

Adicionalmente, a conversdo de compostos nitrogenados organicos em formas
inorganicas, sobretudo o amonio (NH4"), ocorre de forma favorecida em ambientes com baixa
disponibilidade de oxigénio e pH reduzido, ampliando a presenca de formas nitrogenadas
soliveis (Abo-Sido ef al., 2021). Diferentemente da compostagem aerdbica, a fermentacao
microaerofilica apresenta menores perdas gasosas, resultando na reten¢do de nutrientes em
formas i0nicas e, consequentemente, em maior acimulo de eletrolitos no substrato (Insam e de
Bertoldi, 2007; Bernal, Alburquerque e Moral, 2009). Dessa forma, o aumento gradual da CE
indica a mineralizagdo parcial dos nutrientes, tornando-os mais disponiveis as plantas apos a

aplicacdo do bioinsumo.
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4.2. Ecologia das comunidades bacterianas e fungicas associadas ao composto

Quanto aos resultados da anélise microbiologica referente as bactérias, a PCA mostra
os dados agrupados sem distingao entre os tratamentos (Figura 6), o que sugere que a microbiota
¢ semelhante entre os diferentes tempos, sem mudancas detectaveis na abundancia relativa, uma
vez que a abundancia relativa de filos e géneros demonstra um dominio de certos grupos ou
taxons, sendo a comunidade composta majoritariamente por microrganismos generalistas
presentes em todos os tratamentos. Nesse caso, a PCA mostra pontos unidos no grafico de
ordenacao (Legendre e Gallagher, 2001).

De acordo com a Figura 7, que mostra a variagao da composicdo de filos bacterianos
predominantes de acordo com o tempo de fermentagao, é possivel notar que ha um predominio
quase total do filo Bacillota em relagdo ao Actinomycetota (os antigos Firmicuites e
Actinobacteria, respectivamente) durante a fermentacao do composto farelado, o que pode ser
explicado principalmente pelas condi¢des ambientais e nutricionais criadas no processo. A pré-
ativacdo dos microrganismos em solu¢do de agua com agucar mascavo pode ter atuado
selecionando grupos adaptados a um ambiente rico em carboidratos simples, favorecendo
microrganismos de rapido crescimento e metabolismo fermentativo, como diversas espécies de
bactérias 4cido-laticas (BAL).

As BAL sdo um grupo de microrganismos Gram-positivos que geralmente crescem em
condi¢des microaerdficas ou estritamente anaerdbicas (Bruno, 2011). Segundo Wang, Han e
Lin (2023), esses organismos apresentam resisténcia a variacdes de pH e sdo muito eficientes
em metabolizar aglcares soliveis, o que lhes confere vantagem competitiva nos estagios
iniciais e intermediarios da fermentagao.

Quanto a abundancia relativa no nivel de género (Figura §), nota-se que
Lactiplantibacillus € o que aparece em maior nimero de T1 a T8. Este ¢ um género de bactérias
BAL homofermentativas que produzem acido latico como principal produto da fermentacao da
glucose, o que tende a acidificar o meio, reduzindo o pH do mesmo (Bruno, 2011). Além disso,
produzem bacteriocinas, peptideos antimicrobianos que apresentam atividade inibitoria contra
outros microrganismos, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, protistas, fungos e
virus, modulando, assim, a comunidade microbiana, direta ¢ indiretamente (Guo et al., 2022;
Liuetal., 2024; Liet al.,2024; Akhtar et al., 2025; Azevedo e Gierus, 2025). Por esses motivos
sua presenca ¢ considerada benéfica em processos de biopreservacao de silagens e de alimentos
(Cotter et al., 2005).

Lactiplantibacillus  plantarum  (anteriormente conhecido como Lactobacillus

plantarum) ¢ uma espécie deste género que pode ser encontrada em uma ampla gama de nichos
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ecoldgicos, desde o trato gastrointestinal humano até diferentes alimentos fermentados.
Comercialmente, ¢ usado como cultura inicial para uma variedade de fermentacdes de
alimentos e como cultura probidtica (Zheng et al., 2020). De acordo com Yilmaz et al. (2022),
L. plantarum apresenta muitas propriedades funcionais na industria alimenticia, atuando na
melhoria da qualidade nutricional, das atividades antioxidantes e antimicrobianas, ¢ na vida util
dos alimentos.

Seu uso também tem sido estudado no biocontrole de doengas de plantas. Daranas et
al., (2019) avaliaram cepas de Lactiplantibacillus plantarum quanto a capacidade de controlar
fitopatdbgenos importantes, tais como Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Kiwi),
Xanthomonas arboricola pv. pruni (ameixeira) e Xanthomonas fragariae (morango). Duas
cepas se destacaram por sua atividade antagonista, tanto em testes in vitro quanto em condigdes
de casa de vegetacdo, prevenindo os trés patdogenos de infectar suas respectivas plantas
hospedeiras e apresentando eficacia comparavel a de produtos comerciais de controle (como
Bacillus amyloliquefaciens, cobre e fungicidas sintéticos). O mecanismo envolvia a redu¢ao do
pH, por meio da producao de acido lactico, e a efetiva colonizagao da superficie foliar, criando
uma barreira contra os patdogenos.

O género Lacticaseibacillus pertence a familia Lactobacillaceae € ¢ um grupo de
bactérias acido-laticas (BAL), metabolicamente proximas de Lactiplantibacillus. Durante a
fermentagdao de um composto como o Bokashi, rico em agticares simples e proteinas (farelo de
trigo, farelo de mamona), cria-se um ambiente com baixa disponibilidade de oxigénio e com
acimulo progressivo de acidos organicos. Nessas condi¢des, Lacticaseibacillus encontra um
nicho competitivo favoravel, mas ¢ citado como menos competitivo do que Lactiplantibacillus,
pois este ultimo tende a se estabelecer mais rapidamente devido a sua maior eficiéncia
glicolitica (Zheng et al., 2020). Assim, Lacticaseibacillus aparece como o segundo género mais
abundante, possivelmente aproveitando substratos residuais e coexistindo em sinergia parcial,
até ser gradualmente suprimido quando ocorre competi¢ao por nutrientes com outros géneros
ou quando sofre agdo de substancias antagonistas produzidas por géneros mais abundantes e
competitivos.

Este ¢ um género utilizado na industria alimenticia como cultura starter em processos
fermentativos de alimentos e bebidas, devido a sua capacidade de produzir &cido lactico e
compostos antimicrobianos, como bacteriocinas, que prolongam a vida util e garantem a
segurang¢a microbioldgica dos produtos (Marco et al., 2017; Zheng et al., 2020). Espécies como
Lacticaseibacillus casei e L. rhamnosus sao conhecidas por sua a¢ao probiotica em humanos e

animais, contribuindo para a modulacdo da microbiota intestinal, o refor¢o da imunidade e a



69

promocao da saude digestiva (Hill et al., 2014). Quanto a sua aplicabilidade em bioinsumos,
esse género apresenta potencial, pois pode contribuir para o combate a fitopatogenos,
acidificando o meio pela producao de acido latico e podendo ter agdo contra taxas bacterianas
e fingicas no solo e na rizosfera por meio da produgdo de bacteriocinas. Um fato € que, ao
participarem da decomposi¢do da matéria organica, contribuem para acelerar a mineralizagao
de nutrientes.

O aumento tardio de Lentilactobacillus (antes incluido em Lactobacillus) apds o décimo
dia pode estar associado ao seu metabolismo heterofermentativo, favorecido em ambientes com
acido latico acumulado como substrato, convertendo-o em acido acético e 1,2-propanodiol
(Génzle, 2015). O acido acético tem forte atividade antifungica, inibindo leveduras e bolores
contaminantes que podem utilizar o lactato como fonte de energia, o que causa a deterioracao
e a perda de nutrientes no composto (Oude Elferink, 2001; Del Valle ef al., 2025).

Quanto aos indices de diversidade, estes indicam que, durante a fermentagdo do
composto, ha aumento do numero de espécies nos ultimos dias, refletindo um padrio de
sucessdo ecologica tipico de comunidades microbianas em ambientes fermentativos (De
Gannes, Eudoxie e Hickey, 2013; Keshri et al., 2019; Sauer et al., 2022). O indice de Shannon
(Figura 11), que considera simultaneamente a riqueza de espécies e sua equabilidade, foi
inicialmente reduzido devido a predominancia de poucos grupos, como os lactobacilos, que
rapidamente exploram acgticares simples como fonte de energia (Zheng et al., 2020). Com o
avanco do processo, a diminuicdo desses substratos primarios e a formacdo de metabolitos
secundarios favoreceram o estabelecimento de microrganismos acidotolerantes e de
decompositores de compostos mais complexos, promovendo uma comunidade mais equitativa
e funcional (Lauber ef al., 2009; Shade et al., 2012).

De forma complementar, o indice Chaol (Figura 10), que estima a riqueza incluindo
espécies raras, apresentou valores mais elevados nos estagios finais da fermentacdo, sugerindo
a emergéncia de taxons de baixa abundancia que ocuparam nichos metabdlicos secundarios
formados pela transformagdo progressiva da matriz organica (Lozupone e Knight, 2008;
Callahan et al., 2016). Esse comportamento indica uma transi¢ao de uma comunidade dominada
por poucos grupos iniciais para um consorcio microbiano mais diverso e resiliente, fenomeno
recorrente em processos fermentativos e compostagem (Partanen et al., 2010; Antunes et al.,
2016).

Sobre a comunidade fingica, sua composi¢ao variou ao longo do tempo de fermentagao
do composto farelado Bokashi com os pontos representando as repeti¢des separadas em um

gradiente temporal bem definido, com os tratamentos seguindo uma ordenagao crescente de T1



70

a T8, indicando que, conforme o tempo avanga, mais distintas as comunidades se tornam
(Figura 12). Esse comportamento indica que houve sele¢ao de espécies de fungos conforme as
condi¢des do meio variavam. Os indices de Shannon (Figura 15) e de Chaol (Figura 16)
elucidam esse comportamento, apesar da alta variacao entre as amostras.

O filo Ascomycota dominou as comunidades em todos os tempos estudados (Figura 13).
Esse predominio pode ser explicado pela elevada plasticidade metabdlica do grupo, que inclui
tanto leveduras fermentativas quanto fungos filamentosos saprébios, capazes de utilizar desde
agucares soluveis disponiveis nos estagios iniciais até polimeros mais complexos nas fases
finais da fermentagdo. Além disso, muitas espécies de Ascomycota apresentam tolerancia a
condi¢des de pH acido, microaerofilia e até anoxia, fatores que conferem vantagem competitiva
em relagdo a outros filos, como Basidiomycota e Mucoromycota, geralmente menos tolerantes
a essas condicdes e mais dependentes da presenca de oxigénio. A capacidade de formar
estruturas reprodutivas resistentes, como ascosporos € conidios, também favorece sua
persisténcia em ambientes de alta flutuacdo fisico-quimica, garantindo a manutencdo da
dominancia ao longo do processo (Lozupone e Knight, 2008; Kurtzman, Fell e Boekhout, 2011;
Shade et al., 2012; Deacon, 2013).

Quanto a diversidade no nivel de género (Figura 14), € possivel tragar uma sucessao
ecologica guiada pela disponibilidade de substratos, pelas condigdes fisico-quimicas e pela
competicdo interespecifica. Inicialmente, nota-se um predominio do género Pichia,
microrganismos pertencentes ao grupo de leveduras anaerobicas facultativas, que metabolizam
acucares tanto pela via respiratdria quanto pela via fermentativa, e estdo no subgrupo das
leveduras respiratorias, as quais catabolizam mais de 70 % dos actcares pela respiragao
(Venturini Filho, 2017). Kurtzman, Fell e Boekhout (2011) citam espécies desse género
associadas a fermentagdo de condimentos a base de azeitonas, pepinos, Kimchi (prato
tradicional coreano de vegetais salgados e fermentados, rico em probidticos), cacau e também
presente em silagens, isso porque segundo os autores, espécies de Pichia sao comuns em
ambientes ricos em agucares, como frutas, fermentacdes e compostos organicos em
decomposicao.

Outro género dominante no inicio do processo fermentativo é o Torulaspora, que
abrange espécies como 7. delbrueckii, que segundo Benito (2018) ¢ a espécie de levedura nao-
Saccharomyces mais utilizada e comercializada pela indastria alimenticia, como uma
alternativa a utilizagdo de Saccharomyces spp. nos estagios iniciais de fermentagdes
espontaneas e naturais na producdo de bebidas alcoolicas, devido a sua boa capacidade de

converter agucares fermentaveis em etanol.
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O declinio na abundancia desses géneros ao longo do tempo pode estar relacionado a
tolerancia fisioldgica as condi¢des do meio. Segundo Kurtzman, Fell e Boekhout (2011), a alta
disponibilidade de agtcares soliveis, provenientes da ativagao com aguicar mascavo, associada
a um bom nivel de umidade (em torno de 50%), favorecem o crescimento de leveduras
fermentativas como as do género Pichia, conhecidas por crescer em ambientes ricos em
acucares e apresentarem baixa tolerancia a altos niveis de etanol no meio (Cho e Jeffries, 1998).
Isso explica sua dominancia no inicio do processo fermentativo, mas conforme os agucares sao
consumidos e compostos inibidores se acumulam, sua abundancia tende a diminuir. O género
Torulaspora também engloba leveduras adaptadas a metabolizar agucares facilmente
assimilaveis e a condi¢des osmoticas elevadas, apesar de possuirem certa resisténcia ao estresse
osmotico, t€ém baixa competitividade em substratos complexos (como celulose, lignina e
hemiceluloses), que sdo abundantes em etapas mais avangadas no processo de fermentagcao
(Garcia et al., 2016).

Por outro lado, ¢ possivel notar um aumento gradual dos géneros Xeromyces e
Aspergillus 2 medida que o tempo avanga. O género Xeromyces pertence a familia
Trichocomaceae (mesma de Aspergillus e Penicillium) e foi descrito principalmente pela
espécie X. bisporus, um fungo xerofilico (adaptado a ambientes com baixa atividade de agua).
Segundo Pitt e Hocking (2009) e Leong et al. (2015), esse género se destaca como um dos mais
extremos em termos de tolerancia a baixa disponibilidade hidrica, crescendo em substratos ricos
em agucares ou em sais. Apesar da preferéncia por ambientes secos, estudos mostram que o
género Xeromyces tolera pH écido (3,0 — 5,0), o que favorece seu crescimento em meios
fermentativos, especialmente quando outros fungos, menos resistentes a baixa disponibilidade
hidrica e a acidificacdo, comecam a declinar. Ainda segundo os autores supracitados, €
considerado um fungo de crescimento lento, porém competitivo em nichos extremos onde
outros microrganismos nao conseguem prosperar.

Durante a fermentagao, a disponibilidade de agucares soluveis diminui e a atividade de
agua também pode ser reduzida, tanto pelo consumo microbiano quanto pela producao de
metabolitos que alteram a osmolaridade. Nessas condi¢des, Xeromyces encontra vantagem
competitiva e sua abundancia crescente pode indicar uma sucessdo ecoldgica flngica tipica,
onde microrganismos mais generalistas, como leveduras cedem espaco a organismos
especializados em ambientes extremos (Leong et al., 2015).

Aspergillus é descrito como um dos géneros de fungos filamentosos mais amplamente
distribuidos em ambientes naturais, associado tanto a solos quanto a substratos organicos em

decomposi¢do. Na compostagem aerobica, Aspergillus figura entre os principais fungos ativos
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nas fases iniciais e intermediarias, degradando substratos soluveis e participando da transi¢ao
para a degradagdo de compostos lignocelulosicos (Ryckeboer et al., 2003). Possui elevada
capacidade enzimatica, incluindo amilases, celulases, hemicelulases e lipases, o que lhe confere
um papel fundamental na degradagao de polimeros complexos da matéria organica (Machida e
Katsuya, 2010; Andersen et al., 2011). Embora 4spergillus seja tipicamente aerdbico, estudos
demonstram que espécies desse género podem se estabelecer em ambientes com baixa
concentracdo de oxigénio (Hall e Denning, 1994), inclusive ocorrendo em silagens de milho
(Alonso et al., 2017), principalmente em fases tardias da fermentacao, quando o consumo de
acucares simples pelas leveduras ja reduziu a competicao direta.

O género também apresenta resisténcia a condigdes acidas, o que favorece sua
colonizagao em meio acidificado pela fermentacao latica, com formacgao de micélios resistentes
e esporos conidiais que toleram condi¢des ambientais adversas (Wheeler, Hurdman e Pitt, 1991
e Park, et al., 1996). Isso explica por que Aspergillus ndo ¢ dominante nos primeiros dias
(quando ha excesso de agucares ¢ predominancia de leveduras fermentativas), mas aumenta
gradualmente em abundéncia ao longo do processo, ocupando nichos de degradacao de residuos
mais recalcitrantes.

Um estudo de Baron ef al., (2017) comprovou pela primeira vez que duas espécies deste
género, A. sydowii e A. brasiliensis, foram eficientes em solubilizar fosforo inorganico,
promovendo um melhor desenvolvimento na cultura do milho. Khuna et a/., (2023) também
descreveram trés espécies do género como eficientes na solubilizagdo de fosfato, destacando
sua importancia como bioestimulantes do crescimento vegetal em testes feitos com mandioca e
cana-de-agtcar. Por fim, um estudo recente de Chauhan et al., (2024), descreve um isolado
desse género, Aspergillus terreus CR7 como um importante fungo endofitico capaz de produzir
IAA (hormonio vegetal), solubilizar P, e melhorar biomassa e contetdo de clorofila em plantas
de Vigna radiata L. (feijjao mungo) sob estresse salino, demonstrando a plasticidade do género.

Os indices de diversidade microbiana Shannon e Chaol (Gréaficos 9 e 10,
respectivamente) apresentaram valores mais elevados na fase intermediaria do processo de
fermentacdo, indicando maior riqueza e equabilidade das comunidades nesse periodo. Esse
padrdo pode estar associado a sucessdo microbiana caracteristica de ambientes fermentativos,
em que a disponibilidade de nichos ¢ mais heterogénea no estadgio intermediario (Partanen et
al., 2010; Bernal, Alburquerque e Moral, 2009; De Gannes, Eudoxie e Hickey, 2013; Keshri et
al., 2019). Nesse ponto, ainda ha acglcares soluveis para leveduras fermentativas, enquanto
acidos organicos e metabolitos ja acumulados favorecem bactérias acido-laticas e iniciam o

desenvolvimento de fungos filamentosos, como Aspergillus.
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Essa sobreposi¢do de grupos funcionais distintos promove o aumento da diversidade
observada, diferentemente dos estdgios iniciais, dominados por poucos microrganismos
especializados em agucares simples, e dos estagios finais, em que apenas populacdes adaptadas
a condi¢des mais restritivas (pH acido, baixa disponibilidade de substratos simples e de
oxigénio) predominam. Padrdes semelhantes sdo relatados em estudos de compostagem e
silagem, nos quais a diversidade tende a atingir um pico intermediario antes de declinar nos
estagios finais do processo (McDonald et al., 1991; Ryckeboer et al., 2003; Lozupone e Knight,
2008; Shade et al., 2012).

5. CONCLUSOES

O processo fermentativo do Bokashi apresentou uma sucessdo microbiana com variagdes
graduais na composi¢ao de bactérias e fungos, diretamente relacionadas as transformagdes
fisico-quimicas do substrato.

A captura de microrganismos nativos com arroz cozido mostrou-se um método simples e

econdmico para obter indculos eficazes para promover a fermentacdo do Bokashi.
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CAPITULO 3 — Avaliacio de Bokashi como Fonte de Microrganismos Benéficos no

Desenvolvimento Inicial de Mudas de Mimosa caesalpiniifolia

RESUMO

A busca por estratégias sustentaveis e eficientes para a produgdo de mudas de espécies florestais
nativas tem ganhado relevancia diante dos desafios impostos pela necessidade de restauracao
ecoldgica, sendo a fase inicial do desenvolvimento uma etapa critica para o estabelecimento de
plantas vigorosas no campo. Nesse contexto, o uso de bioinsumos como o Bokashi, tem
emergido como uma tecnologia baseada em principios agroecoldgicos e com alto potencial para
promover a saude do solo e melhorar o desempenho vegetal. Tradicionalmente utilizado como
composto organico enriquecido, o Bokashi ¢ um produto da fermentagdo de residuos vegetais
conduzida por comunidades microbianas benéficas. Muitos estudos abordam os efeitos do
Bokashi na nutrigdo e crescimento de plantas cultivadas, principalmente na olericultura
organica. Contudo, ainda s3o incipientes as investigagdes que enfocam seu papel como veiculo
de microrganismos benéficos e sua influéncia no estabelecimento de plantulas de espécies
arboreas. Diante disso, este estudo visa explorar a contribui¢do do Bokashi como fonte ativa de
microbiota funcional em mudas de Mimosa caesalpiniifolia, analisando aspectos
microbiologicos, fisiologicos e agrondmicos. Para isso, um composto farelado fermentado foi
produzido com microrganismos nativos provenientes de uma area de ocorréncia de Mimosa
caesalpiniifolia. Para avaliar a efetividade dos microrganismos no desenvolvimento das mudas
dessa mesma espécie florestal, promoveu-se uma reducdo gradual da comunidade microbiana,
por meio de dilui¢des e tratamentos térmicos, no composto inoculado. O plantio foi realizado
em tubetes de 280 mL, com substrato Carolina Soil. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados, em esquema fatorial com tratamentos adicionais e seis repeti¢cdes por tratamento:
2 dilui¢des (composto diluido e sem diluicdo) x 3 temperaturas (sem aquecimento, aquecido a
50 e 80 °C) + trés controles (absoluto, mistura de farelos in natura e isca ativada). Uma dose do
composto fermentado inoculado foi aplicada em cada tubete no momento do plantio. O
desenvolvimento das mudas foi acompanhado durante 90 dias em casa de vegetagdo, onde, ao
final desse periodo, dados fitotécnicos das plantas, como altura da parte aérea, diametro do colo,
peso da parte aérea e da raiz e o indice de qualidade de Dickson, foram analisados
estatisticamente. Amostras do solo rizosférico de T1 (composto ndo diluido e ndo aquecido) e
de T4 (composto diluido e ndo aquecido) foram submetidas a extragdo de DNA e ao

sequenciamento das regides V4 do gene RNAr 16S e ITS. Os resultados demonstraram que o
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composto ndo diluido apresentou médias relativamente maiores do que os demais tratamentos,
e as andlises microbiologicas da rizosfera indicaram que a forma concentrada do composto
favoreceu maior diversidade bacteriana, enquanto a diluida sustentou maior diversidade
fingica, indicando que diferentes regimes de inoculagdo modulam a composicao da rizosfera.
Ambos os tratamentos demonstraram géneros importantes agronomicamente, com destaque
para Streptomyces, Pseudonocardia, Nocardioides, Devosia € Chujaibacter, entre as bactérias,
e Penicillium, Paecilomyces e Phialemonium, entre os fungos, microrganismos que, por
diversos servigos ecossistémicos, podem contribuir, direta e indiretamente, para a promogao da

saude do solo e das plantas.

Palavras-chave: Bokashi; Mimosa caesalpiniifolia; rizosfera; inoculagdo
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ABSTRACT

The search for sustainable, efficient strategies to produce seedlings of native forest species has
become increasingly important, given the challenges of ecological restoration, with the early
development phase critical for establishing vigorous plants in the field. In this context, the use
of bioinputs such as Bokashi has emerged as a technology rooted in agroecological principles,
with strong potential to promote soil health and enhance plant performance. Traditionally
applied as an enriched organic compost, Bokashi results from the fermentation of plant residues
driven by beneficial microbial communities. Numerous studies have examined its effects on the
nutrition and growth of cultivated plants, particularly in organic vegetable farming. However,
research addressing its role as a carrier of beneficial microorganisms and its influence on tree
seedling establishment remains incipient. This study, therefore, aimed to investigate the
contribution of Bokashi as an active source of functional microbiota in Mimosa caesalpiniifolia
seedlings, analyzing microbiological, physiological, and agronomic aspects. For this purpose,
fermented bran compost was produced using microorganisms native to the area where M.
caesalpiniifolia naturally occurs. To assess the effectiveness of these microorganisms on
seedling development, the microbial community was gradually reduced by diluting and heat-
treating the inoculated compost. Seedlings were planted in 280 mL tubes filled with Carolina
Soil substrate. The experimental design was a randomized complete block in a factorial scheme
with additional treatments and six replicates per treatment: two dilutions (diluted and undiluted
compost) X three temperatures (unheated, heated to 50 °C, and heated to 80 °C) plus three
controls (absolute control, raw bran mixture, and activated bait). A dose of inoculated fermented
compost was applied to each tube at planting. Seedling development was monitored for 90 days
in a greenhouse, after which phytotechnical traits—including shoot height, stem diameter, shoot
and root biomass, and the Dickson quality index—were statistically analyzed. Rhizosphere soil
samples from T1 (undiluted, unheated compost) and T4 (diluted, unheated compost) underwent
DNA extraction and sequencing of the V4 region of the 16S rRNA gene and the ITS region.
Results showed that the undiluted compost yielded higher average values than the other
treatments. Microbiological analyses of the rhizosphere indicated that the concentrated compost
favored greater bacterial diversity, while the diluted compost supported greater fungal diversity,
suggesting that distinct inoculation regimes modulate rhizosphere composition. Both treatments
contained agronomically relevant genera, notably Streptomyces, Pseudonocardia,

Nocardioides, Devosia, and Chujaibacter among bacteria, and Penicillium, Paecilomyces, and
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Phialemonium among fungi, microorganisms that, through various ecosystem services, can

directly and indirectly promote soil and plant health.

Keywords: Bokashi; Mimosa caesalpiniifolia; rthizosphere; inoculation
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1. INTRODUCAO

A adubagdo ¢ um dos pilares para o sucesso na producdo de mudas florestais de alta
qualidade. Tradicionalmente, esse manejo € realizado com o uso de fertilizantes minerais, que
fornecem macronutrientes essenciais ao crescimento inicial das plantas, principalmente
nitrogénio (N), fosforo (P) e potéssio (K) (Gongalves et al., 2000). No entanto, 0 manejo quimico
intensivo da fertilidade nos viveiros pode comprometer a atividade e a diversidade de
microrganismos mutualistas e simbiontes nos substratos, uma vez que o constante aporte de
nutrientes prontamente disponiveis, especialmente nitrogénio, pode reduzir a taxa de associagdes
benéficas na rizosfera (Treseder, 2004; Fierer e Jackson, 2006).

No contexto da produ¢do de mudas de espécies florestais nodulantes, como Mimosa
caesalpiniifolia, a falta de interagdo planta-microrganismos na rizosfera durante a fase de viveiro
pode representar uma desvantagem para o seu posterior estabelecimento e desenvolvimento em
campo. A supressdo da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) pode ocorrer por multiplos
mecanismos interligados, envolvendo tanto o metabolismo vegetal, a sinalizagcdo molecular entre
planta e rizébio e fatores externos como pH, oxigénio e umidade (Fierer e Jackson, 2006; Arrese-
Igor et al., 2011; Costa, 2023)

Segundo Streeter ¢ Wong (1988) em condi¢des de baixo N, exsudatos radiculares
(principalmente flavonoides) liberados pelas raizes induzem a expressdo dos genes nod nas
bactérias do grupo dos rizébios, desencadeando a sintese de fatores Nod (lipo-quito-
oligossacarideos), que iniciam a infec¢do e a formacgdo de nddulos. No entanto, em ambientes
ricos em N mineral, a produ¢do desses flavonoides ¢ fortemente reduzida, uma vez que a
formacao de ndédulos ¢ um processo bioenergeticamente custoso para as plantas (Costa, 2023),
entdo o metabolismo € direcionado para o crescimento vegetativo, prejudicando o didlogo planta—
rizébio e, consequentemente, a nodulacao (Streeter e Wong, 1988; Oldroyd et al., 2011; Ferguson
etal., 2019).

Além do sinal quimico externo, a propria planta ativa mecanismos de controle endogeno
conhecidos como autorregulacao da nodulacdo (AON). Esse processo envolve sinais peptidicos
enviados da raiz ao caule, que reduzem a formagao de novos noédulos quando a planta ja possui
reservas de N suficientes. Portanto, a abundante presenga de N mineral acelera e intensifica a
AON, bloqueando a inducao de novos nddulos (Reid, Ferguson e Gresshoff, 2011).

De forma semelhante, bactérias diazotréficas ndao nodulantes, como Azospirillum,
Herbaspirillum e Burkholderia, também sdo negativamente afetadas, uma vez que a elevada

disponibilidade de N mineral reprime a expressdo dos genes nif, responsaveis pela sintese da
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nitrogenase, reduzindo assim sua capacidade de fixagdo de Nitrogénio atmosférico (Okon e
Labandera-Gonzalez, 1994). Dessa forma, a adubagao nitrogenada excessiva nao apenas diminui
a eficiéncia da simbiose rizobio-leguminosa, mas também compromete o funcionamento de
microrganismos promotores de crescimento de vida livre, restringindo a contribuicdo da
microbiota do solo para a ciclagem bioldgica do nitrogénio.

Além disso, a acidificacdo decorrente da aplicacdo prolongada de fertilizantes
nitrogenados soluveis provoca alteragdes significativas na microbiota, uma vez que a redugao do
pH do solo influencia diretamente a disponibilidade de nutrientes e os processos bioquimicos
associados. Esse ambiente acidificado tende a favorecer microrganismos oportunistas, menos
eficientes em promover fungdes ecossistémicas, em detrimento de comunidades benéficas mais
sensiveis, como rizobios, fungos micorrizicos e diazotréficos de vida livre (Dai ef al., 2018). A
consequéncia ¢ a perda de diversidade funcional e a simplificagdo da comunidade microbiana, o
que pode comprometer a estabilidade e a resiliéncia do sistema edafico (Lian et al., 2018; Yan et
al., 2019). De fato, Fierer e Jackson (2006) demonstraram que o pH ¢ um dos principais
determinantes da estrutura da microbiota do solo, com implicac¢des diretas para a funcionalidade
dos ecossistemas, incluindo processos fundamentais, como a ciclagem de carbono e nitrogénio.

Portanto, o uso excessivo de fertilizantes nitrogenados, além de elevar os custos de
producao, compromete a eficiéncia bioldgica dos sistemas simbidticos e pode levar a degradagao
da fertilidade biologica do substrato a longo prazo (Dai et al., 2018). Nesse sentido, estratégias
de manejo mais sustentaveis, que integrem doses moderadas de N mineral ao uso de bioinsumos
contendo rizobios ou diazotréficos de vida livre, mostram-se fundamentais para preservar e
estimular a fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) (Herridge et al., 2008; Hungria, Nogueira e
Araujo, 2016)

Nesse cenario, alternativas ecologicamente equilibradas tém ganhado destaque, entre elas
os biofertilizantes organicos fermentados, como o Bokashi, que se destacam por fornecerem
nutrientes de forma equilibrada e atuar como fontes de in6culo de microrganismos benéficos,
promovendo a satide do substrato e fortalecendo interagdes simbioticas fundamentais (Siqueira
e Siqueira, 2013).

O Bokashi, quando corretamente fermentado e formulado com matérias-primas ricas em
nitrogénio organico, contém formas assimilaveis de nitrogénio, como o amoénio (NHi"),
fornecendo esse elemento de forma mais equilibrada nas fases iniciais de crescimento das plantas
(Silva et al., 2021). Diferentemente da ureia ou do nitrato de amodnio, que se dissolvem
rapidamente na agua do solo e sdo sujeitos a lixiviagcdo (NOs") ou a volatilizagdo (NHs), o Bokashi

mantém os nutrientes retidos na matriz organica, sendo liberados a medida que a decomposi¢ao
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avanga.

A presenca de 4acidos organicos produzidos durante a fermentacdo do Bokashi
desempenha papel fundamental na dindmica do nitrogénio. Esses compostos organicos
contribuem para a estabilizacdo do ion amoénio (NH4"), formando complexos que reduzem sua
volatilizag¢do e lixiviacdo, além de minimizar perdas por processos fisico-quimicos, como a
amonificagdo rapida, seguida da volatilizagdo de NHs, em condi¢des alcalinas (Bernal,
Alburquerque e Moral, 2009). Essa estabilizacdo aumenta a eficiéncia do uso do nitrogénio pelas
plantas, promovendo uma liberagdao mais gradual e sincronizada com a demanda nutricional das
mudas. Além disso, ao favorecer a predominancia de formas amoniacais em detrimento das
nitricas, o Bokashi pode estimular relagcdes simbidticas benéficas, como a fixacao bioldgica de
nitrogénio, uma vez que as concentragdes elevadas de NOs~ sdo sabidamente inibidoras da
nodulag@o em leguminosas (Gtihl ef al., 2023).

Portanto o Bokashi representa uma alternativa promissora a adubagdo quimica
tradicional, especialmente em viveiros florestais que buscam praticas mais sustentaveis. Por ser
resultado de um processo fermentativo, esse insumo fornece nutrientes de forma gradual e em
formas menos suscetiveis a perdas, além de veicular microrganismos benéficos capazes de
colonizar a rizosfera e melhorar a eficiéncia da absor¢ao mineral. Seu uso adequado pode nao
apenas ajudar a suprir as demandas nutricionais das mudas, mas também contribuir para a
resiliéncia ecologica do sistema, por meio do estimulo a microbiota associada as raizes e da
reducdo de impactos ambientais associados a fertilizagcdo convencional (Xu et al., 2000; Tejada
et al., 2008; Olle, 2020).

Nesse contexto, o Bokashi deixa de ser apenas uma fonte de nutrientes e passa a ser um
bioinsumo com acdo multifuncional, reunindo fungdes nutricionais, microbioldgicas e
bioestimulantes. Seu uso, especialmente em projetos de viveiros florestais com espécies
leguminosas, representa uma alternativa estratégica a inoculacdo comercial de rizobios, que
muitas vezes depende de cepas exdgenas e pouco adaptadas as condi¢des locais.

Este estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de um Bokashi feito artesanalmente
de servir como fonte de in6culo de microrganismos benéficos no desenvolvimento inicial de
Mimosa caesalpiniifolia, além de avaliar seu efeito sobre parametros fitotécnicos como altura da
planta, didmetro do colo, peso de parte aérea, raiz e indice de qualidade de Dickson. O ensaio

teve duracao de 90 dias, em condic¢des de viveiro.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta de microrganismos eficientes (EMs), ativacio e producio do Bokashi

O composto foi produzido a partir da mistura de farelo de trigo e de mamona, nas
proporcdes de 60% e 40%, respectivamente (Goulart ef al., 2024), ambos obtidos no Sistema
Integrado de Producdao Agroecolégica (Fazendinha Agroecoldogica Km 47), localizado na
Embrapa Agrobiologia em Seropédica, municipio do Rio de Janeiro, Brasil. Devido ao potencial
toxico e alérgico da mamona devido a ricina, os devidos equipamentos de seguranga, como luvas
e mascaras foram utilizados nessa etapa do processo.

A captura dos microrganismos nativos foi feita através da confeccao de trés iscas com arroz
cozido, distribuido em calhas de bambu e coberto com uma tela fina para evitar a entrada de
insetos. As armadilhas ficaram posicionadas durante sete dias sob a serapilheira em uma area de
ocorréncia de Mimosa caesalpiniifolia, o sabia, como ¢ conhecido popularmente, préximo a
Agroecologica Km 47, coordenadas 22°45'33.2"S 43°40'16.8"W. Os grumos de arroz
colonizados por microrganismos foram coletados e dispostos em garrafas pet de 2 L, acrescidos
de 200 g de acucar mascavo e agua destilada até completar o volume total. Nessa etapa de
ativacdo dos microrganismos, a mistura foi deixada a sombra por sete dias, e, a cada dois dias, a
tampa era parcialmente aberta para que os gases oriundos da fermentag@o fossem liberados e ndo
ocorresse o rompimento das garrafas.

Ao final desse periodo, foi feito o preparo da solugdo inoculante, em que 50 gramas de
grumos de arroz cultivados em solu¢do com agucar mascavo foram adicionados em 100 mililitros
da solugdo liquida obtida da propria etapa de ativagdo. A mistura foi triturada no liquidificador
por aproximadamente 2 minutos, até obter uma solu¢do homogénea, com os grumos totalmente
fragmentados. Esta solucao foi entdo diluida em 1 litro de dgua destilada, e posteriormente usada
para umedecer gradualmente 2 kg de mistura de farelos de trigo € mamona previamente
homogeneizados, obtendo um material com cerca de 30 a 40% de umidade, constatado pela
obtencdo de torrdes que ndo se desmancham facilmente e nem escorriam liquido ao ser
manuseado (Goulart et al., 2024). A mistura resultante foi entdo compactada e acondicionada em
balde plastico com capacidade de 4 kg até o limite superior.

O balde foi vedado com filme pléstico e coberto com uma tampa, ficando a mistura
hermeticamente fechada por 21 dias em processo de fermentagdao. Ao final desse processo, com
a abertura do balde, constatou-se o cheiro caracteristico da fermentacdo de paes, indicando

atividade metabolica de leveduras.
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Figura 1 - Fragmento de mata proximo a Fazendinha Agroecologica Km 47 (Embrapa
Agrobiologia) com predomindncia de Mimosa caesalpiniifolia e densa camada de
serapilheira.

Fonte: Do Autor (2025)

Figura 2 - Isca de arroz cozido depositada no solo.

Fonte: Do Autor (2025)
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Figura 3 - Isca de arroz colonizada por microrganismos apos sete dias em contato com o solo.

Fonte: Do Autor (2025)

Figura 4 - Grumos de arroz selecionados conforme a colorag@o das colonias.

Fonte: Do Autor (2025)
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Figura 5 - Recipientes contendo a mistura de farelos de trigo € mamona e a solucdo inoculante
usada para umedecer a mistura.

Fonte: Do Autor (2025)

2.2. Preparo das sementes, escolha do substrato e recipientes

As sementes de Mimosa caesalpiniifolia receberam tratamento de superagdo da dorméncia
por imersdo em acido sulfrico concentrado por 7 minutos (Bruno et al., 2001). Apds a
escarificagdo 4acida, as sementes foram lavadas com dgua corrente para remover os residuos de
acido. O substrato comercial utilizado foi o Carolina Soil® Classe CXI, indicado para produg¢ao
de mudas de espécies florestais nativas e exoticas. Segundo o fabricante, em sua composicao
constam: Turfa de Sphagnum, casca de Pinus compostada, calcario dolomitico, gesso agricola
(CaSO0s.), fosfato natural reativo, agentes umectantes e vermiculita. O substrato possui boas
caracteristicas nutricionais, de estabilidade estrutural e drenagem, o que evita compactacdo em
tubetes e bandejas.

Os recipientes escolhidos foram tubetes de 280 cm?® (Melo et al., 2018), os quais ficaram
dispostos em bandejas com capacidade para 54 tubetes, sem contato direto com as bancadas e
distantes duas células cada tratamento, para minimizar as chances de contaminagdo entre
diferentes tratamentos dentro do mesmo bloco por eventuais respingos causados pela agua

proveniente da irrigacao.
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Figura 6 - Sementes de M. Caesalpiniifolia.

Fonte: Do Autor (2025)

2.3. Preparo dos tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia, em
Seropédica, no estado do Rio de Janeiro, Brasil, e realizado de fevereiro a abril, totalizando 90
dias corridos. Ao final desse periodo, foram avaliadas as varidveis altura (H), didmetro do coleto
(DC), matéria seca da parte aérea (MSA), matéria seca das raizes (MSR) e Indice de qualidade
de Dickson (IQD). Ao todo foram estabelecidos nove tratamentos, com 6 repeticdes cada,
distribuidos em 6 blocos, totalizando 324 tubetes.

No sentido de evidenciar a influéncia dos microrganismos contidos no Bokashi sobre o
desenvolvimento das plantas, os tratamentos foram escolhidos para promover uma reducio
gradual da comunidade microbiana ativa no composto, método relatado em estudos com solos
supressivos, por meio de diluicdes e tratamentos térmicos. Desse modo, o esquema fatorial foi
feito em delineamento em blocos casualizados, com seis repeticdes € em esquema fatorial: 2
dilui¢des (Sem e com dilui¢do 1:100) x 3 temperaturas: composto fermentado sem aquecimento,
composto fermentado aquecido a 50 °C e composto fermentado aquecido a 80 °C.
Adicionalmente, trés controles compuseram os tratamentos, sendo eles: controle absoluto (sem

composto fermentado), farelos in natura sem fermentacao e inoculagdo com isca diluida.
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Dessa forma, os tratamentos foram denominados: T1 (Bokashi sem diluicdo ¢ sem
aquecimento); T2 (Bokashi sem dilui¢do e aquecido a 50 °C; T3 (Bokashi sem dilui¢do e
aquecido a 80 °C); T4 (Bokashi com diluigdo e sem aquecimento); TS5 (Bokashi com diluig¢ao e
aquecido a 50 °C); T6 (Bokashi com dilui¢ao e aquecido a 80 °C); T7 (controle absoluto, sem
aplicagdo de Bokashi); T8 (mistura de farelos in-natura) e T9 (Isca proveniente da garrafa de
ativacao diluida na propor¢ao de 1:1000). O teste de médias foi realizado pelo método de Scott-
Knott e o teste F da andlise de variancia, a 10% de significancia, respectivamente.

Para os tratamentos que sofreram dilui¢ao (T4, T5 e T6), 10 gramas de composto foram
diluidos em 990 mL de agua destilada (diluicdo 1:100). O tratamento térmico do composto
consistiu em submersdo em Banho-Maria por 1 hora, a 50 °C para os tratamentos T2 e T5, e a 80
°C para os tratamentos T3 e T6. Uma dose de 2 gramas de composto inoculante por tubete de
280 cm?® foi definida como suficiente para suprir a demanda de nitrogénio das plantas no
crescimento inicial e evitar fitotoxidez, levando em consideragao a recomendacdo de 117 mg N
dm-*, dosagem recomendada para obtencao de mudas de qualidade para a espécie Dimorphandra
wilsonii Fabaceae, o Faveiro-de-Wilson (Chaves, 2022), o teor de 0,6% de N ja presente no
substrato e 0s 3,9% de N presente na mistura de farelos, determinados em laboratdrio pela andlise
elementar, considerando uma taxa de mineralizacao de 15%.

A aplicacdo do composto foi incorporada ao substrato no momento do plantio das
sementes. Para os tratamentos que receberam a diluicao, aplicou-se uma dose de 2 mL em cada
tubete. Trés tratamentos controles foram definidos, sendo eles T7 (controle absoluto), T8
(mistura de farelos in-natura, sem fermentagdo) e T9 (denominado isca, no qual aplicou-se 2 mL
da solu¢do ativada diluida na propor¢ao de 1:100 diretamente nos tubetes). A irrigacao foi feita
manualmente e diariamente, garantindo um bom nivel de umidade para o desenvolvimento das

mudas e dos microrganismos.
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Figura 7 - Tratamento térmico do composto farelado fermentado, por submersao em Banho-
Maria aquecido a 50 °C e 80° C.

Fonte: Do Autor (2025)

Figura 8 - Composto farelado fermentado diluido (1:100).

Fonte: Do Autor (2025)



Figura 9 - Incorporacao do composto concentrado ao substrato no momento do plantio.

Fonte: Do Autor (2025)

Figura 10 - Aplicagdo do composto diluido (1:100).

Fonte: Do Autor (2025)

94



95

Figura 11 - Fotografia do arranjo final do delineamento experimental DBC fatorial disposto em
casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia em Seropédica, Rio de Janeiro, ap6s 90
dias a partir da semeadura das sementes de Mimosa casealpiniifolia).

Fonte: Do Autor (2025)

2.4. Extracao de DNA

Amostras do solo rizosférico foram obtidas dos tratamentos T1 (Sem diluicdo e sem
aquecimento) ¢ T4 (Com diluigdo e sem aquecimento). Trés amostras compostas foram
elaboradas misturando aliquotas de 200 gramas de substrato a nivel rizosférico dos tratamentos
T1 e T4 em cada bloco e submetidas a extracdo de DNA usando kits PowerSoil Pro da marca
QIAGEN e posteriormente submetidas ao sequenciamento genético, a fim de analisar a
composi¢ao microbiana de bactérias e fungos nos substratos. Para a determina¢ao da comunidade
microbiana, amostras de 250 mg de substrato foram coletadas das camadas rizosféricas, com
material esterilizado. As amostras foram armazenadas em microtubos de 2 mL e mantidas no
freezer (-30°C). A extragao de DNA foi realizada com o kit DNAeasy Powersoil, da QIAGEN,
especialmente indicado nesses casos, pois foi desenvolvido para superar as principais
dificuldades dessas matrizes, que contém grande quantidade de inibidores da PCR e matéria
organica complexa. Conceitualmente, esse kit combina trés modulos: ruptura celular (lise) para

liberar DNA de células bacterianas e fungicas; remog¢do de inibidores (humato, polifendis,
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polissacarideos), essencial para solos tropicais ricos em compostos que inibem a PCR; e
purificacdo/adsor¢do do DNA em uma matriz (silica em coluna spin), seguida de lavagens e
eluicdo do DNA puro. Os kits fornecem reagentes prontos e protocolos otimizados para reduzir
variabilidade entre amostras. Apos a extracao, foi realizada a quantificagao e avaliagdo de pureza
de acidos nucleicos e proteinas em Nanodrop com posterior verificacdo da integridade do
material genético por eletroforese em gel de agarose.

Para o sequenciamento de DNA, foram utilizados amplicons gerados pela sequéncia de
primers GTGCCAGCMGCCGCGGTAA ¢ GGACTACHVGGGTWTCTAAT, direcionados a
regido V4 do gene RNAr 168, para bactérias. Para fungos, utilizou-se a sequéncia de primers
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA e GCTGCGTTCTTCATCGATGC, direcionados a regido
ITS1-1F (Internal Transcribed Spacer), conforme recomendado por White et al. (1990), Caporaso
et al. (2011) e Schoch ez al. (2012). O sequenciamento foi realizado pela empresa Novogene. As
sequéncias foram processadas com o pacote dada2 no software R, que utiliza um algoritmo de
identificacdo de sequéncias potenciais erros ¢ quimeras ¢ as classificam em ASV (Amplicon
Sequence Variant), as quais representam sequéncias Unicas de nucleotideos identificadas no
conjunto de dados (Callahan et al., 2016).

A taxonomia das sequéncias foi determinada por comparagdao com as bases de referéncia,
SILVA (Quast et al., 2013), para bactérias, ¢ UNITE (Nilsson et al., 2019), para fungos. As
comunidades foram ordenadas por uma analise de componentes principais na matriz de
covariancia com dados transformados com distdncia de Hellinger. Para todas as analises,

utilizou-se a versao 4.5.1 do programa R (R Core Team, 2025).

2.5. Analises em software R

Os dados obtidos por meio do sequenciamento genético foram processados e analisados
no software R, utilizando a versdo 4.5.1 do programa (R Core Team, 2025), empregando os
pacotes phyloseq, dada2, vegan, Biostrings, ggplot2, factoextra, metagMisc, tidyverse e
microbiome (McMurdie e Holmes, 2013; Callahan ef al., 2016; Oksanen ef al., 2022). As analises
contemplaram conceitos fundamentais da ecologia microbiana, incluindo a utilizagdo de OTUs
(Operational Taxonomic Units) e ASVs (Amplicon Sequence Variants) como unidades de
diversidade (Schloss et al., 2009; Hugerth e Andersson, 2017), bem como a aplicagao de métodos
de ordenacdo, como a PCA (Analise de Componentes Principais) e dendrogramas de
similaridade. Além disso, foram empregados indices de diversidade alfa, como Chaol (riqueza
estimada) e Shannon (diversidade e equitabilidade) (Shannon, 1948; Chao, 1984), aliados a

caracterizacao da abundancia relativa de filos e géneros tanto para bactérias quanto para fungos.
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3. RESULTADOS

3.1. Analises Fitotécnicas

Os resultados obtidos estao apresentados nas tabelas a seguir. O teste de médias foi realizado
pelo método de Scott-Knott e o teste F da andlise de varidncia, a 10% de significancia,
respectivamente.

A altura média das mudas tratadas com o Bokashi ndo diluido foi significativamente
superior aquela das mudas que receberam o composto diluido (Tabela 1). Por outro lado, a altura
nao variou entre as diferentes temperaturas de aquecimento, exceto a 50 °C, quando o tratamento
ndo diluido apresentou média superior ao diluido. Resultados semelhantes foram obtidos para o

diametro do colo (Tabela 2) e para a massa seca radicular (Tabela 4).

Tabela 1 - Altura (cm) de mudas de Mimosa caesalpiniifolia que receberam Bokashi concentrado
ou diluido cem vezes e submetidos ou nao ao aquecimento a 50°C e 80°C. As plantas
foram coletadas 90 dias apds a semeadura. Os controles absoluto, ndo fermentado e
isca referem-se aos tratamentos sem aplicacdo de Bokashi, farelos in natura e o liquido
proveniente da ativagdo em garrafas, respectivamente.

Tratamentos Aquecimento(°C)
Média
Diluigao Normal 50 80 Geral
Sem 1730 13 a A 18,45 13 a A 17,19 13 a A 17,65 A
Com 1477 2 a A 14,60 > a B 1480 2 a A 1472 B
Média Geral 16,04 a 16,53 a 15,99 a
Controle
Absoluto 13,66 !
Controle Nao
Fermentado 17,83 2
Isca 14,23 3

CV (%) 16,02

CV(%): Coeficiente de variacio. Médias seguidas de letras iguais, minisculas na linha e maitisculas na coluna, ndo

diferem entre si pelo método de agrupamento de Scott-Knott e pelo teste F da anélise de varidncia, a 10% de
probabilidade de significincia, respectivamente. 1, 2 e 3 representam as médias dos controles absoluto, nio
fermentado e da isca, respectivamente. Os demais tratamentos que possuem 1, 2 e 3 apresentam médias
significativamente distintas dos respectivos controles, a 10% de probabilidade de significancia. O segundo e o

terceiro niimero (indice) que aparecem apos cada controle, indicam diferencas significativas entre os dois controles.

Fonte: Do Autor (2025)
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Tabela 2 - Diametro do colo (cm) de mudas de Mimosa caesalpiniifolia que receberam Bokashi
concentrado ou diluido cem vezes e submetidos ou ndo ao aquecimento a 50°C e
80°C. As plantas foram coletadas 90 dias apds a semeadura. Os controles absoluto,
ndo fermentado e isca referem-se aos tratamentos sem aplicagdo de Bokashi, farelos
in natura ¢ o liquido proveniente da ativacao em garrafas, respectivamente.

Tratamentos Aquecimento(°C)
Meédia
Diluigao Normal 50 80 Geral
Sem 4,13 a A 4,22 a A 4,06 a A 414 A
Com 3,75 a A 3,45 a B 3,49 a A 356 B
Média Geral 3,94 a 3.83 a 3,78 a
Controle
Absoluto 387 !
Controle Nao
Fermentado 397 2
Isca 362 3
CV (%) 15,57

CV(%): Coeficiente de variagiio. Médias seguidas de letras iguais, miniisculas na linha e maitisculas na coluna, ndo
diferem entre si pelo método de agrupamento de Scott-Knott e pelo teste F da analise de varidncia, a 10% de
probabilidade de significancia, respectivamente. 1, 2 e 3 representam as médias dos controles absoluto, nio
fermentado e da isca, respectivamente. Os demais tratamentos que possuem 1, 2 e 3 apresentam medias
significativamente distintas dos respectivos controles, a 10% de probabilidade de significincia. O segundo e o
terceiro numero (indice) que aparecem apos cada controle, indicam diferengas significativas entre os dois controles.

Obs: Nenhum dos trés controles se diferenciou significativamente dos demais tratamentos.

Fonte: Do Autor (2025)

Para a massa seca da parte aérea (Tabela 3) e a massa seca total (Tabela 5), também houve
diferencas significativas entre os tratamentos, com valores mais altos no composto nao diluido.
O efeito da diluigao foi significativo tanto no composto nao aquecido quanto no aquecido a 50
°C. Entretanto, de modo geral, ndo se observou efeito significativo do aquecimento nas variaveis

avaliadas.
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Tabela 3 - Peso da parte aérea (g) de mudas de Mimosa caesalpiniifolia que receberam Bokashi
concentrado ou diluido cem vezes e submetidos ou nao ao aquecimento a 50°C e
80°C. As plantas foram coletadas 90 dias apds a semeadura. Os controles absoluto,
nao fermentado e isca referem-se aos tratamentos sem aplicagdo de Bokashi, farelos
in natura e o liquido proveniente da ativagdo em garrafas, respectivamente.

Tratamentos Aquecimento(°C)
Meédia
Diluicdo Normal 50 80 Geral
Sem 1,68 13 a A 1,73 13a A 1,58 13a A 1,66 A
Com 1,17 > a B 1,07 2 aB 1,14 > a A 1,13 B
Meédia Geral 1,42 a 1,40 a 1,36 a
Controle

Absoluto 1,23 1
Controle Nao
Fermentado 1,52 2
Isca 1,07 3
CV (%) 30,85

CV(%): Coeficiente de variagio. Médias seguidas de letras iguais, minusculas na linha e maitisculas na coluna, no

diferem entre si pelo método de agrupamento de Scott-Knott e pelo teste F da analise de varidncia, a 10% de
probabilidade de significancia, respectivamente. 1, 2 e 3 representam as meédias dos controles absoluto, nio
fermentado e da isca, respectivamente. Os demais tratamentos que possuem 1, 2 e 3 apresentam médias
significativamente distintas dos respectivos controles, a 10% de probabilidade de significincia. O segundo e o

terceiro niimero (indice) que aparecem apos cada controle, indicam diferencas significativas entre os dois controles.

Fonte: Do Autor (2025)

Tabela 4 - Peso da raiz (g) de mudas de Mimosa caesalpiniifolia que receberam Bokashi
concentrado ou diluido cem vezes e submetidos ou ndo ao aquecimento a 50°C e
80°C. As plantas foram coletadas 90 dias apods a semeadura. Os controles absoluto,
ndo fermentado e isca referem-se aos tratamentos sem aplicacdo de Bokashi, farelos
in natura ¢ o liquido proveniente da ativacao em garrafas, respectivamente.
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Tratamentos Aquecimento(°C)
Meédia
Diluigao Normal 50 80 Geral
Sem 1,05 13 a A 1,09 13 a A 1,08 13 a A 1,07 A
Com 089 2 a A 0,80 2 aB 082 , a A 084 B
Meédia Geral 0,97 a 0,95 a 0,95 a
Controle
Absoluto 091 !
Controle Nio
Fermentado 1,04 2
Isca 0,84 3

CV (%) 25,21
CV(%): Coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras iguais, minusculas na linha e maitisculas na coluna, nao

diferem entre si pelo método de agrupamento de Scott-Knott e pelo teste F da analise de varidncia, a 10% de
probabilidade de significincia, respectivamente. 1, 2 e 3 representam as médias dos controles absoluto, nio
fermentado e da isca, respectivamente. Os demais fratamentos que possuem 1, 2 e 3 apresentam médias
significativamente distintas dos respectivos controles, a 10% de probabilidade de significincia. O segundo e o

terceiro ntimero (indice) que aparecem apos cada controle, indicam diferencas significativas entre os dois controles.

Fonte: Do Autor (2025)

Tabela 5 - Peso total (g) de mudas de Mimosa caesalpiniifolia que receberam Bokashi
concentrado ou diluido cem vezes e submetidos ou ndo ao aquecimento a 50°C e
80°C. As plantas foram coletadas 90 dias apds a semeadura. Os controles absoluto,
nao fermentado e isca referem-se aos tratamentos sem aplicacdao de Bokashi, farelos
in-natura e o liquido proveniente da ativagdo em garrafas, respectivamente.

Tratamentos Aquecimento(°C)
Média
Diluicdo Normal 50 80 Geral
Sem 2,73 13 a A 2,82 13 a A 265 13a A 274 A
Com 205 2 a B 1,88 2 aB 19 2 a A 19 B
Meédia Geral 2,39 a 2,35 a 2,31 a
Controle
Absoluto 2,14 1
Controle Nao
Fermentado 2,56 2
Isca 1,91 3

CV (%) 27,64
CV(%): Coeficiente de variagdo. Médias seguidas de letras iguais, minusculas na linha e maiusculas na coluna, nio

diferem entre si pelo método de agrupamento de Scott-Knott e pelo teste F da analise de varidncia, a 10% de
probabilidade de significdncia, respectivamente. 1, 2 e 3 representam as médias dos controles absoluto, nio
fermentado e da isca, respectivamente. Os demais tratamentos que possuem 1, 2 e 3 apresentam médias
significativamente distintas dos respectivos controles, a 10% de probabilidade de significincia. O segundo e o

terceiro numero (indice) que aparecem apds cada controle, indicam diferencas significativas entre os dois controles.

Fonte: Do Autor (2025)
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No caso do indice de Dickson (Tabela 6), que leva em consideracdo a relagdo entre o peso
da massa seca total sobre parametros como altura, didmetro do colo, massa seca da parte aérea e
raizes, ¢ que maiores os valores refletem melhor qualidade de mudas, os tratamentos
apresentaram maior qualidade quando receberam o composto nao diluido. Assim, os resultados
indicam que a diluicdo do Bokashi exerceu efeito negativo sobre o crescimento das plantas,
enquanto ndo se verificaram evidéncias de efeito microbiano associado ao aquecimento do

composto.

Tabela 6 — Indice de qualidade de Dickson de mudas de Mimosa caesalpiniifolia que receberam
Bokashi concentrado ou diluido cem vezes e submetidos ou ndo ao aquecimento a 50
°C e 80 °C. As plantas foram coletadas 90 dias ap6s a semeadura. Os controles
absoluto, ndo fermentado e isca referem-se aos tratamentos sem aplicacdo de
Bokashi, farelos in natura e o liquido proveniente da ativagdo em garrafas,

respectivamente.
Tratamentos Aquecimento(°C)
Meédia
Diluigdo Normal 50 80 Geral
Sem 0,47 a A 0,47 a A 0,46 a A 047 A
Com 0,39 a A 0,39 a A 0,35 a A 0,37 B
Meédia Geral 0,43 a 0,43 a 0,41 a
Controle
Absoluto 0,44 1
Controle Nao
Fermentado 043 2
Isca 0,37 3

CV (%) 29,98

CV(%): Coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras iguais, minusculas na linha e maitisculas na coluna, ndo

diferem entre si pelo método de agrupamento de Scott-Knott e pelo teste F da analise de varidncia, a 10% de
probabilidade de significancia, respectivamente. 1, 2 e 3 representam as médias dos controles absoluto, nido
fermentado e da isca, respectivamente. Os demais tratamentos que possuem 1, 2 e 3 apresentam médias
significativamente distintas dos respectivos controles, a 10% de probabilidade de significdncia. O segundo e o
terceiro niimero (indice) que aparecem apos cada controle, indicam diferencas significativas entre os dois controles.

Obs: Nenhum dos trés controles se diferenciou significativamente dos demais tratamentos.
Fonte: Do Autor (2025)

Tabela 7 — Relagdo entre peso de parte aérea e peso de raiz (g) de mudas de Mimosa
caesalpiniifolia que receberam Bokashi concentrado ou diluido cem vezes e foram
submetidos ou ndo ao aquecimento a 50 °C e 80 °C. As plantas foram coletadas 90
dias apos a semeadura. Os controles absoluto, nao fermentado e isca referem-se aos
tratamentos sem aplicacdo de Bokashi, farelos in natura e o liquido proveniente da
ativacdo em garrafas, respectivamente.
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Tratamentos Aquecimento(°C)
Meédia
Diluicido  Normal 50 80 Geral
Sem 1,61 13 a A 1,60 13 a A 143 13 a A 1,55 A
Com 130 2 a B 1,30 2 aB 134 2 aA 131 B
Media Geral 1,46 a 0.43 a 0,41 a
Controle
Absoluto 1,32 !
Controle
Nao
Fermentado 146 2
Isca 1,27 3

CV (%) 15,77
CV(%): Coeficiente de variacdo. Médias seguidas de letras iguais, minusculas na linha e maiusculas na coluna, ndo

diferem entre si pelo método de agrupamento de Scoft-Knott e pelo teste F da analise de varidncia, a 10% de
probabilidade de significdncia, respectivamente. 1, 2 e 3 representam as médias dos controles absoluto, nio
fermentado e da isca, respectivamente. Os demais tratamentos que possuem 1, 2 e 3 apresentam médias
significativamente distintas dos respectivos controles, a 10% de probabilidade de significancia. O segundo e o

terceiro nimero (indice) que aparecem apos cada controle, indicam diferencas significativas entre os dois controles.

Fonte: Do Autor (2025)

3.2. Caracterizacio das Comunidades Microbianas
Os tratamentos escolhidos para as andlises microbianas foram T1 (Bokashi sem diluigdo e
sem aquecimento) e T4 (Bokashi com dilui¢do e sem aquecimento), em funcdo da ndo resposta
dos tratamentos submetidos ao aquecimento, mas sim ao fator de dilui¢do.
Nas ordenagdes, hd uma separagao entre as comunidades microbianas dos dois tratamentos,
T1, ndo aquecido e ndo diluido, e T4, ndo aquecido e diluido (Figura 12). A primeira componente
(PC1) explica quase 60% da variagcdo dos dados tanto nas comunidades de bactérias como nas de

fungos, as quais estdo separadas ao longo desta componente.

Figura 12 - Analise dos componentes principais (PCA) das comunidades de (A) bactérias (gene
RNAr 16S) e (B) fungos (ITS) da rizosfera de plantas de sabid (Mimosa
caesapiniifolia) que receberam Bokashi nas doses concentrada e diluida (T1 e T4,
respectivamente).
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Fonte: Do Autor (2025)
No dendrograma ou analise de clusteriza¢cdo, houve um resultado semelhante, ou seja, a

separacdo de 2 grupos em fungdo do tratamento de diluicdo para ambos os tipos de

microrganismos (Figura 13).

Figura 13 — Analise de agrupamento das comunidades de (A) bactérias (gene RNAr 16S) e
(B) fungos (ITS) da rizosfera de plantas de sabid (Mimosa caesapiniifolia) que
receberam Bokashi nas doses X e Y (T1 e T4, respectivamente).
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Fonte: Do Autor (2025)

Para analisarmos o quanto de espécies sdo compartilhadas entre os dois tratamentos, foi
feito um Diagrama de Venn (Figura 14). Como podemos observar, 61,8% das ASVs de bactérias
sao compartilhadas entre T1 e T4, o que era esperado, ja que T4 deriva de T1 (Figura 3A). Uma

menor proporcao ¢ compartilhada no caso dos fungos, com 40,8% das ASVs comuns a ambos os

tratamentos (Figura 3B).
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Figura 14 — Compartilhamento de ASVs entre as comunidades de (A) bactérias (gene RNAr 16S)
e (B) fungos (ITS) da rizosfera de plantas de sabid (Mimosa caesalpiniifolia) que
receberam Bokashi nas doses concentrada e diluida (T1 e T4, respectivamente).

(A) (B)

Tl T4 Ti T4

109 48 78 65
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Fonte: Do Autor (2025)

Os indices de diversidade Chaol e Shannon foram utilizados para avaliar a riqueza ¢ a
diversidade das comunidades a partir de dados de sequenciamento. O objetivo do estimador de
riqueza Chaol € corrigir a subestimativa da riqueza decorrente de espécies raras ndo detectadas
(Chao, 1984). Ja o indice de Shannon de diversidade combina a riqueza (nimero de espécies) e
a equabilidade (uniformidade das abundancias) para calcular a diversidade de uma comunidade
(Shannon, 1948).

A diversidade de bactérias foi numericamente menor no tratamento T4, em que a amostra
foi diluida, tanto no que diz respeito a riqueza estimada quanto a diversidade calculada pelo
indice de Shannon (Tabela 8). Porém, nao houve diferenca significativa na riqueza (p <0,1). Ja
a diversidade de Shannon apresentou diferenca significativa ao nivel de 10% de probabilidade.
No caso dos fungos, ndo houve diferenca significativa na riqueza e na diversidade de espécies de
fungos com a diluicdo, demonstrando que a dilui¢do ndo afetou a diversidade desses

microrganismos.
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Tabela 8 - Riqueza observada, riqueza estimada (Chaol) e diversidade de Shannon de
bactérias (RNAr 16S) e fungos (ITS) na rizosfera de plantas de sabia (Mimosa
caesalpiniifolia) que receberam Bokashi nas doses concentrada e diluida. Os
valores correspondem as médias =+ o erro padrao.

RNAr 16S ITS
fndice Tl T4 Tl
Riqueza obs. 1894+126 1700103 225+19
Chaol 1894+126 1700+103 225+19
Shannon 6.23+0.08 5.50+0.18 1.59+0.05

Fonte: Do Autor (2025)

Com respeito a composicdo das comunidades no nivel de filo, nota-se que houve uma

reducdo na abundancia relativa de Pseudomonadota em T4 se comparado a T1 e um aumento de

Myxococcota (Figura 15A). A abundancia de Verrucomicrobiota apresentou um leve aumento

em T4. Os filos Plactomycetota e Bacteroidota nao foram detectados em abundancia superior a

1% em TI1, mas sim em T4. Ja no nivel de género, Leifsonia, Nocardioides e Dongia
) g

apresentaram um decréscimo acentuado na abundancia relativa a medida que a diluig¢do

aumentava (Figura 15B). As abundancias de Streptomyces, Optutus e gé€neros de baixa

abundancia (< 0,08%) foi menor no composto nao diluido.

Figura 15 - Gréficos representando Abundancia relativa de filos bacterianos nos tratamentos T'1
e T4 (A) e Abundancia relativa de géneros bacterianos na regido rizosférica nos
tratamentos T1 e T4 (B).
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Fonte: Do Autor (2025)
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Figura 16 - Gréficos representando Abundancia relativa de filos fungicos nos tratamentos
T1 e T4 (A) e Abundancia relativa de géneros fungicos na regido rizosférica
nos tratamentos T1 e T4 (B).
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Fonte: Do Autor (2025)

Entre os fungos, o filo mais abundante foi o Ascomycota, seguido por Basidiomycota e
outros filos (Figura 16A). O género mais abundante foi Phialemonium, cuja abundancia foi
ligeiramente maior em T4. Arthrographis foi abundante em T1 e desapareceu em T4,

provavelmente incluido entre aqueles com abundancia menor que 0,08% (Figura 16B).

4. DISCUSSAO
4.1.1 Avaliacdo do desempenho das mudas

O Bokashi ¢ amplamente utilizado como fonte de nutrientes, especialmente de nitrogénio,
na agricultura organica, mas também contém uma comunidade microbiana ativa que poderia
contribuir para seus efeitos. Para investigar essa possibilidade, o composto foi submetido a
diferentes temperaturas (50 °C e 80 °C), sob a premissa de que, caso o efeito microbiano fosse
predominante, o aquecimento reduziria o crescimento das plantas por inativagao da microbiota,
estratégia ja aplicada em estudos com solos supressivos (Janvier et al., 2007; Mendes et al., 2011;
Mendes, Garbeva e Raaijmakers, 2013).

De modo geral, as temperaturas de 50 °C e 80 °C nado alteraram significativamente os
valores médios das variaveis avaliadas, independentemente da dilui¢do. Assim, o desempenho
semelhante entre os tratamentos aquecidos e ndo aquecidos indica que as diferencas observadas
no crescimento das mudas decorreram principalmente do aporte nutricional do Bokashi, e ndo de

sua atividade microbiana.
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Entretanto, observou-se que os tratamentos que receberam o composto ndo diluido
apresentaram médias estatisticamente superiores as dos tratamentos com diluicao,
independentemente da temperatura. Isso provavelmente se deve em razao do composto diluido
ter perdido grande parte da sua matriz solida e do seu potencial nutricional, tendo sua fungao
como fertilizante reduzida em 100x quando comparado ao composto ndo diluido. Este resultado
foi observado para todas as varidveis mensuradas, isto ¢, altura, diametro do colo, massas secas
da parte aérea, da raiz e do total e o indice de qualidade de mudas, e sera detalhado a seguir.

Para as varidveis altura e didmetro do colo (Tabela 1 e Tabela 2, respectivamente),
observou-se que a condicao sem diluicdo apresentou médias significativamente superiores a
condi¢ao com dilui¢ao apenas na temperatura de aquecimento de 50 °C. Nas demais temperaturas
avaliadas (normal e 80 °C), ndo foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre
os tratamentos. Esse resultado sugere que a diluicdo pode ter reduzido a concentragdo de
nutrientes imediatamente disponiveis ou atenuado o aporte microbiano ativo, interferindo de
forma pontual no desempenho das mudas. Entretanto, a auséncia de diferencas significativas nas
demais temperaturas indica que o efeito observado foi majoritariamente de natureza nutricional,
e ndo exclusivamente microbioldgica, visto que a elevacdo da temperatura reduziu parcialmente

a viabilidade dos microrganismos presentes no composto.

Figura 17 - Fotografia comparativa das alturas finais dos tratamentos, de T1 a T9, em ordem
crescente.

Fonte: Do Autor (2025)

No caso do peso da raiz (Tabela 4), o tratamento sem diluicdo apresentou médias
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significativamente superiores nas temperaturas de aquecimento de 50 °C e 80 °C, sugerindo que
a maior concentracao do composto, mesmo apos o aquecimento, favoreceu o desenvolvimento
radicular. E importante ressaltar que as plantas apresentaram de maneira geral, nodulagio nas
raizes, principalmente no terco inferior, indicando que ndo houve inibi¢ao da formagdo de

nddulos pela aplicacdo do composto (Figura 18).

Figura 18 — Nodulos bacterianos nas raizes de Mimosa caesalpiniifolia.

Fonte: Do Autor (2025)

Ja para o peso total (Tabela 5), em média geral, independentemente da temperatura de
aquecimento, o tratamento sem dilui¢do apresentou médias significativamente maiores do que o
tratamento com dilui¢do, indicando que a maior disponibilidade de nutrientes contribuiu para o
acumulo global de biomassa.

No caso do indice de Dickson (Tabela 6), ndao foram observadas diferengas
estatisticamente significativas entre as temperaturas de aquecimento, entre os tratamentos com e

sem diluicdo, nem entre os controles e os demais tratamentos. Isso sugere que, apesar das
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diferengas em varidveis isoladas, a qualidade morfolédgica global das mudas foi equivalente entre
os manejos avaliados.

A relagdo entre a parte aérea e o sistema radicular (Tabela 7) demonstrou que as plantas
tenderam a investir proporcionalmente mais na parte aérea do que nas raizes. Esse padrao ¢
caracteristico de condi¢des em que a disponibilidade de nutrientes no substrato ¢ suficiente para
suprir a demanda radicular, fazendo com que a planta direcione recursos para o crescimento da
parte aérea, o que € vantajoso em viveiros, ja que maiores alturas e didmetros estdo diretamente
associados ao vigor e a competitividade das mudas ap6s o plantio (Hunt, 1984).

Assim, todos os resultados apontam para um efeito majoritariamente nutricional,
descartando a hipotese de que os microrganismos tenham um efeito significativo sobre o
crescimento das plantas, pelo menos nas condi¢des de conducdo do experimento. Uma
explicagdo alternativa para a auséncia de efeito do aquecimento € que, embora o aquecimento
reduza a abundancia de microrganismos sensiveis, grupos resistentes, como bactérias formadoras
de esporos e actinobactérias, podem persistir e manter alguma atividade no material (Ryckeboer
et al.,2003; Insam e de Bertoldi, 2007). Além disso, a mineralizagdo da matéria organica durante
o processo de fermentagdo garante a disponibilidade de nutrientes, o que pode explicar a

manutenc¢do do efeito positivo sobre o crescimento vegetal (Bernal et al., 2009).

4.1.6 Diversidade Bacteriana

A Andlise de Componentes Principais (PCA) € uma técnica estatistica multivariada que
busca reduzir a dimensionalidade de um conjunto de dados. Quando usamos a matriz de
covariancia, a PCA busca combinagoes lineares das varidveis originais que maximizem a
variancia explicada. Isso ¢ adequado quando as variaveis estdo na mesma escala ou foram
transformadas.

Em dados ecoldgicos (por exemplo, abundancia de espécies, OTUs, ASVs ou géneros
microbianos), usar diretamente a matriz de covariancia pode gerar problemas, pois esses dados
sd0 composicionais, esparsos € nao seguem distribui¢do normal. A transformacao de Hellinger ¢
aplicada a matrizes de abundancia de espécies (ou ASVs/OTUs) antes de analises multivariadas.
O objetivo ¢ reduzir a influéncia de espécies muito abundantes e permitir que espécies raras
contribuam para a analise, sem exagerar seu peso, como ocorre em transformagoes logaritmicas.
Ao aplicar a PCA a matriz de covariancia dos dados transformados por Hellinger, podemos
normalizar os dados de abundancia (para lidar com o cardter composicional), gerar eixos
principais que representam gradientes na comunidade biologica ou ambiental e obter uma

ordenacao das amostras que respeita melhor as propriedades ecoldgicas dos dados (Legendre e



110

Gallagher, 2001).

Para bactérias, ndo ha evidéncias de uma diferenca entre as comunidades dos dois
tratamentos a 5% de probabilidade. Se a significancia for relaxada para 10%, essa diferenca pode
ser considerada significativa. As analises de ordenagdo e agrupamento demonstram a existéncia
clara de dois grupos, e ha diferencas médias nas abundancias de alguns grupos de
microrganismos. A auséncia de diferenca a 5% de probabilidade pode ser explicada pelo alto
compartilhamento de ASVs entre os tratamentos, quase 62%.

No tratamento com o composto concentrado, a maior diversidade bacteriana pode ser
atribuida ao fato de que a elevada densidade microbiana promove transformagdes fisico-quimicas
rapidas no substrato, como variagdes de pH, disponibilidade de nutrientes e acimulo de
metabolitos, o que gera diferentes micronichos ecoldgicos favordveis ao estabelecimento
simultdneo de multiplos grupos bacterianos (Fierer, Bradford e Jackson, 2007). Além disso,
muitas bactérias mantém interacdes metabolicas cruzadas, nas quais os subprodutos de uma
espécie servem de recurso para outra, favorecendo a coexisténcia funcional na comunidade
(Pacheco, Moel e Segre, 2019).

Esse ambiente rico em nutrientes também favorece microrganismos com estratégias de
crescimento rapido (r-estrategistas), cuja diversidade tende a ser maior em condi¢des de
abundancia de recursos (Andrews e Harris, 1986). Diferentemente dos fungos, diversas bactérias
apresentam ainda mecanismos de tolerdncia e até de aproveitamento de metabolitos
potencialmente toxicos, como acidos organicos e fenois, permitindo que sua diversidade seja
ampliada mesmo em ambientes altamente competitivos e seletivos (Raaijmakers e Mazzola,
2016).

Diversos filos bacterianos encontrados na regido rizosférica deste experimento
apresentam potenciais fungdes agrondmicas, seja como promotores de crescimento vegetal
(PGPB) ou como competidores de fitopatdogenos, embora o grau de conhecimento e evidéncia
varie entre os grupos. Entre eles, destaca-se o filo Pseudomonadota (anteriormente
Proteobacteria), que retine géneros classicos como Pseudomonas, Azospirillum e Rhizobium,
amplamente reconhecidos por sua capacidade de fixar nitrogénio, produzir sider6éforos que
limitam a disponibilidade de ferro a patdgenos, sintetizar antibioticos e hormonios vegetais, além
de modular o estresse abiotico por meio da enzima ACC deaminase (Lugtenberg e Kamilova,
2009). Outro grupo de grande relevancia € o dos Actinomycetota (antigo Actinobacteria),
especialmente o género Streptomyces, conhecido pela producdo de antibidticos naturais,
solubilizagao de fosforo e sintese de fitormonios, atuando tanto no crescimento vegetal quanto

no controle biologico de fitopatogenos (Bhatti et al., 2017).
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Além destes, outros filos apresentam papéis agronomicos indiretos ou potenciais. Os
Myxococota (antigos Myxobacteria) sdo notaveis por sua atividade predatdria sobre outros
microrganismos € pela produgdo de uma ampla gama de metabdlitos secundarios com
propriedades antimicrobianas, o que os coloca como potenciais agentes de biocontrole
(Reichenbach, 2001). De forma semelhante, os Bacteroidota (antigos Bacteroidetes) contribuem
para a degradagdo de compostos organicos complexos na rizosfera e podem competir com
microrganismos patogénicos, modulando a disponibilidade de nutrientes e a dinamica microbiana
associada as plantas (Carrion et al., 2019).

Ja os Verrucomicrobiota, embora ainda pouco cultivados e estudados, parecem atuar na
decomposicao de polissacarideos e na ciclagem de carbono no solo, com efeitos indiretos sobre
a fertilidade (Xiong et al., 2021). Os Planctomycetota, conhecidos por metabolismos singulares
como o processo de anammox, também apresentam contribui¢do indireta, principalmente na
ciclagem de nitrogénio e matéria organica (Fuerst e Sagulenko, 2011). Os Chloroflexota (antigos
Chloroflexi), por sua vez, sdo degradadores de matéria organica e possuem representantes
fotoautotréficos, podendo contribuir para a reciclagem de nutrientes e a estabilidade da
microbiota do solo (Hug et al., 2016). Por fim, os Patescibacteria apresentam genomas reduzidos
e metabolismo dependente de hospedeiros, sendo ainda pouco compreendidos, sem registros
consistentes de func¢des diretas como PGPB ou biocontroladores (Brown ef al., 2015).

Entre os géneros identificados, alguns possuem maior destaque pela relevancia
agrondmica ja reportada. O género Streptomyces ¢ um dos mais estudados em microbiologia
agricola, reconhecido pela producdo de antibidticos, sideroforos, enzimas hidroliticas e
reguladores de crescimento vegetal, atuando tanto no controle biologico de fitopatdgenos quanto
na promog¢ao do desenvolvimento das plantas (Viaene et al., 2016). Outro género relevante ¢
Pseudonocardia, associado a ambientes ricos em matéria organica e conhecido pela capacidade
de degradar compostos complexos e produzir metabolitos antimicrobianos, com potenciais
aplicacdes no biocontrole (Seipke et al., 2011). Da mesma forma, Nocardioides apresenta
espécies capazes de degradar compostos organicos recalcitrantes e de atuar na ciclagem de
nutrientes, podendo contribuir para a sustentabilidade dos sistemas agricolas (Ma et al., 2023).

O género Mycobacterium, embora mais conhecido por espécies patogénicas, também
inclui representantes ambientais com potencial para degradar compostos aromaticos € promover
a ciclagem de nutrientes no solo, o que pode contribuir indiretamente para a fertilidade (Primm,
Lucero e Falkinham, 2004). Ja Leifsonia, pertencente a familia Microbacteriaceae, inclui
espécies associadas a rizosfera e com potencial de solubilizagdo de fosforo e producdo de

fitormonios, embora também existam registros de espécies patogénicas em plantas (Evtushenko
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e Takeuchi, 2006). Géneros menos estudados, como Rugosimonospora, apresentam potencial
biotecnoldgico por produzirem enzimas extracelulares, embora suas fun¢des agrondmicas ainda
sejam pouco compreendidas.

Alguns grupos identificados possuem informagdes ainda limitadas, como SM1A402 e IS-
44, classificados como taxons candidatos (provavelmente dentro de Planctomycetota e
Bacteroidota, respectivamente), que ainda nao possuem descri¢do funcional robusta, mas podem
participar da decomposi¢ao de matéria organica e da manutencao da diversidade microbiana do
solo (Hug et al., 2016). Por outro lado, Opitutus (Verrucomicrobiota) é descrito como importante
na fermentacdo de carboidratos ¢ na produgdo de acidos graxos de cadeia curta, modulando a
dindmica de carbono no solo (Chin et al., 2001).

Entre os representantes de menor notoriedade, Dongia (Alphaproteobacteria) e Devosia
(Alphaproteobacteria) sdo relatados como rizobactérias capazes de fixar nitrogénio ou modular
a disponibilidade de nutrientes, o que lhes confere potencial como promotores de crescimento
vegetal (Baik et al., 2013). Ja Chujaibacter, pertencente a ordem Chitinophagales, pode estar
envolvido na degradacao de quitina e, assim, contribuir tanto para a ciclagem de nutrientes quanto
para a supressao de fitopatdogenos associados a residuos de quitina (Kim et al., 2015). Por fim,
Chryseotalea, embora pouco estudado, pertence ao filo Bacteroidota e tem sido associado a
degradacao de polissacarideos complexos, com possiveis implicagdes na dindmica da rizosfera
(Maejima et al., 2019).

Assim, pode-se sintetizar que géneros como Streptomyces, Pseudonocardia,
Nocardioides, Devosia e Chujaibacter representam os grupos mais promissores no contexto
agrondmico, seja pela promocao direta do crescimento vegetal, seja pela capacidade de competir
com fitopatogenos. Outros géneros, como Opitutus, Leifsonia e Mycobacterium, possuem
contribui¢cdes mais indiretas relacionadas a ciclagem de nutrientes, enquanto SM1A402, 1S-44,
Rugosimonospora, Dongia e Chryseotalea ainda carecem de estudos funcionais mais

aprofundados para consolidar seu papel em sistemas agricolas.

4.1.7. Diversidade Fungica

No tratamento com o composto diluido, a maior diversidade fingica pode ser atribuida a
reducgdo da pressdao competitiva imposta por microrganismos de crescimento rapido, como muitas
bactérias, o que permite que espécies fungicas com estratégias mais lentas de colonizagdo e
decomposicdo tenham oportunidade de se estabelecer (Gadgil e Gadgil, 1971). A diluigdo
também reduz a concentragdo de metabolitos antimicrobianos, como 4cidos organicos e

compostos fendlicos, frequentemente produzidos por bactérias e fungos dominantes, criando um
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ambiente menos inibidor e mais propicio a coexisténcia de diferentes taxons (Peay, Kennedy e
Talbot, 2016).

Além disso, fungos apresentam maior capacidade de explorar substratos recalcitrantes
através da producao de enzimas extracelulares e, em condi¢cdes de menor competicao direta,
conseguem ampliar sua diversidade funcional (Crowther et al., 2013). Dessa forma, a dilui¢do
do composto favorece um equilibrio ecoldgico no qual grupos fungicos menos competitivos,
porém ecologicamente importantes para a degradacao da matéria organica, conseguem colonizar
e diversificar-se com maior intensidade.

A predominancia de 4scomycota em ambos os tratamentos ¢ um resultado esperado, visto

que esse filo ¢ amplamente dominante em solos agricolas e em substratos organicos devido a sua
alta plasticidade metabolica, capacidade de colonizar rapidamente diferentes nichos e tolerancia
a condicoes de estresse (Nilsson ef al., 2019; Manici et al., 2024).
A maior presenca relativa de Basidiomycota no tratamento com o composto concentrado pode
estar associada a caracteristicas ecologicas desse grupo. Fungos basidiomicetos, em especial
aqueles relacionados a decomposicao de lignina e outros polimeros recalcitrantes, tendem a se
estabelecer melhor em ambientes ricos em matéria organica complexa e em maior densidade de
biomassa, condi¢des encontradas no composto mais concentrado (Baldrian, 2017). Além disso,
Basidiomycota frequentemente apresentam estratégias competitivas distintas, como a formagao
de estruturas miceliais robustas e a producdo de compostos antimicrobianos, o que lhes confere
vantagens em ambientes de alta competicdo microbiana (Prescott e Grayston, 2013).

J& no composto diluido, a menor disponibilidade de substrato complexo e a maior
oxigenacao podem ter favorecido fungos oportunistas e de crescimento rapido pertencentes a
Ascomycota, resultando em uma reducao proporcional da presenca de Basidiomycota. Assim, a
diferenca observada pode refletir tanto a ecologia tréfica dos filos quanto a interagdo com a
disponibilidade de nutrientes e a densidade microbiana nos tratamentos.

A nivel de género de fungos, destaca-se o Penicillium, um dos mais estudados na
agricultura, conhecido por sua capacidade de produzir antibidticos naturais, sideroforos e
enzimas hidroliticas, além de promover a solubiliza¢do de fosforo e de outros nutrientes, o que
favorece o crescimento vegetal e a supressdo de patogenos (Souchie et al., 2006). De forma
semelhante, Paecilomyces inclui espécies com reconhecido potencial biocontrolador, como
Paecilomyces lilacinus (reclassificado como Purpureocillium lilacinum), utilizada no controle
de nematodides fitopatogénicos (Kerry, 2000). Por outro lado, Fusarium e Curvularia englobam
espécies de grande importancia negativa na agricultura, pois incluem fitopatégenos que causam

murchas vasculares, podriddes radiculares e manchas foliares em diversas culturas (Dean et al.,
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2012).

O género mais abundante entre ambos os tratamentos ¢ o Phialemonium, que reune
espécies consideradas benéficas para a agricultura, comumente encontradas em solos, em
ambientes ricos em matéria organica e em tecidos de plantas (Hardoim et al., 2015). Ha
evidéncias de que espécies de Phialemonium podem desempenhar fungdes relevantes na
supressao de fitopatdogenos, principalmente por meio da producdo de metabdlitos antifingicos e
de enzimas hidroliticas (como quitinases e glucanases), capazes de degradar as paredes celulares
de fungos patogénicos. Isolados de P. curvatum demonstraram efeito positivo no biocontrole de
Cladosporium cladosporioides, causador da verrugose do maracujazeiro (Rathnayake et al.,
2017), e também no controle de Pyricularia oryzae, causador da brusone, doenga devastadora na
cultura do arroz (Suada ef al., 2011). Em outro estudo, a inoculacdo de sementes de pepino com
outra espécie deste género, P. inflatum, melhorou a germinacdo, a massa de parte aérea e de
raizes, a producgdo de flores e a tolerancia a herbivoria de raizes por larvas de Besouro listrado
do pepino (Acalymma vitattum L.), uma praga considerada grave em cultivos de cucurbitaceas.

Pseudothielavia e Humicola sdo géneros de fungos saprofitos que desempenham um
papel importante na decomposi¢do de residuos vegetais, particularmente os ricos em celulose e
lignina, por meio da produgdo de enzimas lignoceluloliticas. Esse processo de degradagao libera
nutrientes essenciais, como carbono, nitrogénio e fosforo, tornando-os disponiveis para plantas
e outros microrganismos do solo, contribuindo, assim, indiretamente para a fertilidade e a saude
do substrato agricola (Domsch, Gams e Anderson, 2007; Baldrian e Valaskova, 2008).

Myriococcum € um género menos frequente, relacionado a solos ricos em residuos
vegetais, atuando como decompositor de celulose, podendo contribuir para a mineralizacao de
nutrientes (Domsch, Gams e Anderson, 2007). Por tim, Arthrographis ¢ geralmente encontrado
em solos e em matéria organica em decomposi¢do, € embora seja mais conhecido em contextos
clinicos, sua presen¢a no solo indica capacidade de participar da degradagdao de compostos
complexos e da dinamica microbiana associada a substratos ricos em matéria organica (Hoog et

al., 2019).

5. CONCLUSOES

O composto farelado inoculado com microrganismos nativos fermentou e atuou como
veiculo para microrganismos com potencial para desempenhar diversas funcdes ecologicas
positivas para as plantas.

Apesar das diferencas na composi¢cdo microbiana, ndo houve evidéncia de efeito

microbiano direto na diferenciagdo entre os tratamentos avaliados, o que indica que as diferengas



115

se deram em funcao do efeito fertilizante do composto.



116

REFERENCIAS

Andrews, J.H., Harris, R.F. (1986). r- and K-Selection and Microbial Ecology. In: Marshall, K.C. (eds)
Advances in Microbial Ecology. Advances in Microbial Ecology, vol 9. Springer, Boston, MA.
https://doi.org/10.1007/978-1-4757-0611-6_3 Acesso em: 12 jul. 2025

Baik KS, Hwang YM, Choi JS, Kwon J, Seong CN. Dongia rigui sp. nov., isolated from freshwater of
a large wetland in Korea. Antonie Van Leeuwenhoek. 2013 Dec;104(6):1143-50. doi: 10.1007/s10482-
013-0036-9. Epub 2013 Sep 18. PMID: 24046206. Acesso em: 16 jul. 2025.

Baldrian P, Valaskova V. Degradation of cellulose by basidiomycetous fungi. FEMS Microbiol Rev.
2008 May;32(3):501-21. doi: 10.1111/j.1574-6976.2008.00106.x. Epub 2008 Mar 26. PMID: 18371173.
Acesso em: 23 ago. 2025.

Bruno, Riselane & Ursulino Alves, Edna & Oliveira, A.P. & Paula, Rinaldo. (2001). Tratamentos pré-
germinativos para superar a dorméncia de sementes de Mimosa caesalpiniaefolia Benth. Revista
Brasileira de Sementes. 23. 136-143. 10.17801/0101-3122/rbs.v23n2p136-143.

Baldrian P. Forest microbiome: diversity, complexity and dynamics. FEMS Microbiol Rev. 2017 Mar
1;41(2):109-130. doi: 10.1093/femsre/fuw040. PMID: 27856492.

Bernal, M. P., J.A. Alburquerque, J. A. e Moral, R. Composting of animal manures and chemical
criteria for compost maturity assessment. A review, Bioresource Technology, Volume 100, Issue 22,
2009, Pages 5444-5453, ISSN 0960-8524, https://doi.org/10.1016/j.biortech.2008.11.027. Disponivel em:
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852408009917) Acesso em: 05 jun. 2025.

Bhatti AA, Haq S, Bhat RA. Actinomycetes benefaction role in soil and plant health. Microb Pathog.
2017 Oct;111:458-467. doi: 10.1016/j.micpath.2017.09.036. Epub 2017 Sep 18. PMID: 28923606.

Brown CT, Hug LA, Thomas BC, Sharon I, Castelle CJ, Singh A, Wilkins MJ, Wrighton KC, Williams
KH, Banfield JF. Unusual biology across a group comprising more than 15% of domain Bacteria.
Nature. 2015 Jul 9;523(7559):208-11. doi: 10.1038/nature14486. Epub 2015 Jun 15. PMID: 26083755.
Acesso em: 10 abr. 2025.

Callahan BJ, McMurdie PJ, Rosen MJ, Han AW, Johnson AJ, Holmes SP. DADA2: High-resolution
sample inference from Illumina amplicon data. Nat Methods. 2016 Jul;13(7):581-3. doi:
10.1038/nmeth.3869. Epub 2016 May 23. PMID: 27214047; PMCID: PMC4927377. Acesso em: 20 abr.
2025.

Carrién VI, Perez-Jaramillo J, Cordovez V, Tracanna V, de Hollander M, Ruiz-Buck D, Mendes LW, van
Ijcken WFJ, Gomez-Exposito R, Elsayed SS, Mohanraju P, Arifah A, van der Oost J, Paulson JN, Mendes
R, van Wezel GP, Medema MH, Raaijmakers JM. Pathogen-induced activation of disease-suppressive
functions in the endophytic root microbiome. Science. 2019 Nov 1;366(6465):606-612. doi:
10.1126/science.aaw9285. PMID: 31672892.

Caporaso JG, Lauber CL, Walters WA, Berg-Lyons D, Lozupone CA, Turnbaugh PJ, Fierer N, Knight R.
Global patterns of 16S rRNA diversity at a depth of millions of sequences per sample. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2011 Mar 15;108 Suppl 1(Suppl 1):4516-22. doi: 10.1073/pnas.1000080107. Epub 2010
Jun 3. PMID: 20534432; PMCID: PMC3063599.

Chao, Anne. (1984). Non-parametric estimation of the classes in a population. Scandinavian Journal
of Statistics. 11. 265-270. 10.2307/4615964.

Chaves, Nicole & Braga, Francisco De Assis & Braga, Pedro. (2022). ADUBACAO NITROGENADA
NA PRODUCAO DE MUDAS DE FAVEIRO-DE-WILSON (DIMORPHANDRA WILSONII
FABACEAE).In book: OPEN SCIENCE RESEARCH 1V (pp.113-123)Edition: IVPublisher: Editora



117

Cientifica Digital DOI: 10.37885/22048559

Chin KJ, Liesack W, Janssen PH. Opitutus terrae gen. nov., sp. nov., to accommodate novel strains
of the division 'Verrucomicrobia' isolated from rice paddy soil. Int J Syst Evol Microbiol. 2001
Nov;51(Pt 6):1965-1968. doi: 10.1099/00207713-51-6-1965. PMID: 11760935.

Crowther TW, Stanton DW, Thomas SM, A'Bear AD, Hiscox J, Jones TH, Voriskova J, Baldrian P,
Boddy L. Top-down control of soil fungal community composition by a globally distributed keystone
consumer. Ecology. 2013 Nov;94(11):2518-28. doi: 10.1890/13-0197.1. PMID: 24400503.

Dai Z, Su W, Chen H, Barberan A, Zhao H, Yu M, Yu L, Brookes PC, Schadt CW, Chang SX, Xu J.
Long-term nitrogen fertilization decreases bacterial diversity and favors the growth of
Actinobacteria and Proteobacteria in agro-ecosystems across the globe. Glob Chang Biol. 2018
Aug;24(8):3452-3461. doi: 10.1111/gcb.14163. Epub 2018 Apr 25. PMID: 29645398. Acesso em: 01
ago. 2025.

Dean R, Van Kan JA, Pretorius ZA, Hammond-Kosack KE, Di Pietro A, Spanu PD, Rudd JJ, Dickman
M, Kahmann R, Ellis J, Foster GD. The Top 10 fungal pathogens in molecular plant pathology. Mol
Plant Pathol. 2012 May;13(4):414-30. doi: 10.1111/j.1364-3703.2011.00783.x. Erratum in: Mol Plant
Pathol. 2012 Sep;13(7):804. PMID: 22471698; PMCID: PMC6638784.

Domsch, K.H., Gams, W. and Anderson, T.H. (2007) Compendium of Soil Fungi. IHW-Verl, Eching,
672 p.

Evtushenko, L.I., Takeuchi, M. (2006). The Family Microbacteriaceae. In: Dworkin, M., Falkow, S.,
Rosenberg, E., Schleifer, KH., Stackebrandt, E. (eds) The Prokaryotes. Springer, New York, NY.
https://doi.org/10.1007/0-387-30743-5 43 Acesso em: 22 ago. 2025

Ferguson BJ, Mens C, Hastwell AH, Zhang M, Su H, Jones CH, Chu X, Gresshoff PM. Legume
nodulation: The host controls the party. Plant Cell Environ. 2019 Jan;42(1):41-51. doi:
10.1111/pce.13348. Epub 2018 Jun 21. PMID: 29808564. Acesso em: 23 jul. 2025.

Fierer, N. & Jackson, R.B. (2006). The diversity and biogeography of soil bacterial
communities, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 103 (3) 626-631, https://doi.org/10.1073/pnas.0507535103.
Acesso em: 12 jul. 2025

Fierer N, Bradford MA, Jackson RB. Toward an ecological classification of soil bacteria. Ecology.
2007 Jun;88(6):1354-64. doi: 10.1890/05-1839. PMID: 17601128.

Fuerst, J., Sagulenko, E. Beyond the bacterium: planctomycetes challenge our concepts of microbial
structure and function. Nat Rev Microbiol 9, 403—413 (2011). https://doi.org/10.1038/nrmicro2578
Acesso em: 15 jun. 2025.

Gadgil RL, Gadgil PD. Mycorrhiza and litter decomposition. Nature. 1971 Sep 10;233(5315):133. doi:
10.1038/233133a0. PMID: 16063238.

Gams, W., & McGinnis, M. R. (1983). Phialemonium, a new anamorph genus intermediate between
Acremonium and Phialophora. Mycologia, 75(5), 977-987.

Gongalves, José Leonardo de Moraes et al. Producio de mudas de espécies nativas: substrato,
nutricio, sombreamento e fertilizacdo. Nutricdo e fertilizacdo florestal. Traducédo . Piracicaba: IPEF,
2000. . . Acesso em: 16 ago. 2025.

Goulart J. M., Guerra, J. G. M., Almeida, L. H., Aratjo E. S, Rumjanek N. G., Espindola J. A. A.,
Andrade, K. M., Aguiar, L. A. e Rosa, R. C. C. (2024) Compostos fermentados do tipo Bokashi:
formulacdes, fontes de inéculo, indicadores de qualidade e estimativa do custo de producio. Boletim
de pesquisa e desenvolvimento. Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ, Brasil. ISSN 1676-6709



118

Giihl, K.; Holmer, R.; Xiao, T.T.; Shen, D.; Wardhani, T.A.K.; Geurts, R.; van Zeijl, A.; Kohlen, W. The
Effect of Exogenous Nitrate on LCO Signalling, Cytokinin Accumulation, and Nodule Initiation
in Medicago truncatula. Genes 2021, 12, 988. https://doi.org/10.3390/genes12070988

Hoog, Sybren & Guarro, Josep & Gené, Josepa & Ahmed, Sarah & Al-Hatmi, Abdullah & Figueras,
Maria & Vitale, Roxana. (2019). Atlas of Clinical Fungi.

Hug, L., Baker, B., Anantharaman, K. ef al. A new view of the tree of life. Nat Microbiol 1, 16048
(2016). https://doi.org/10.1038/nmicrobiol.2016.48 Acesso em: 23 jul. 2025.

Hunt, J.P. R. O. Plant growth curves. Folia geobot. phytotax. 19, 278 (1984).
https://doi.org/10.1007/BF02853090 Acesso em: 06 mai. 2025.

Insam, H. e de Bertoldi, M. Microbiology of the composting process. Waste Management Series,
Elsevier, Volume 8, 2007, Pages 25-48, ISSN 1478-7482, ISBN 9780080439600,
https://doi.org/10.1016/S1478-7482(07)80006-6. Disponivel em
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1478748207800066 Acesso em: 28 jul. 2025.

Janvier, C., Villeneuve F., Alabouvette C., Edel-Hermann, V., Mateille T., Steinberg C. Soil health
through soil disease suppression: Which strategy from descriptors to indicators? Soil Biology and
Biochemistry, Volume 39, Issue 1, 2007, Pages 1-23, ISSN 0038-0717,
https://doi.org/10.1016/j.5011bi0.2006.07.001. Disponivel em:
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0038071706003142) Acesso em: 20 jul. 2025

Kerry BR. Rhizosphere Interactions and the Exploitation of Microbial Agents for the Biological
Control of Plant-Parasitic Nematodes. Annu Rev Phytopathol. 2000 Sep;38:423-441. doi:
10.1146/annurev.phyto.38.1.423. PMID: 11701849. Acesso em: 01 abr. 2025.

Kim SJ, Ahn JH, Weon HY, Hong SB, Seok SJ, Kim JS, Kwon SW. Chujaibacter soli gen. nov., sp.
nov., isolated from soil. J Microbiol. 2015 Sep;53(9):592-7. doi: 10.1007/s12275-015-5136-y. Epub
2015 Aug 27. PMID: 26310302. Acesso em: 20 mar. 2025.

Klindworth A, Pruesse E, Schweer T, Peplies J, Quast C, Horn M, Glockner FO. Evaluation of general
16S ribosomal RNA gene PCR primers for classical and next-generation sequencing-based diversity
studies. Nucleic Acids Res. 2013 Jan 7;41(1):el. doi: 10.1093/nar/gks808. Epub 2012 Aug 28. PMID:
22933715; PMCID: PMC3592464. Acesso em: 12 jul. 2025.

Knight R, Vrbanac A, Taylor BC, Aksenov A, Callewaert C, Debelius J, Gonzalez A, Kosciolek T,
McCall LI, McDonald D, Melnik AV, Morton JT, Navas J, Quinn RA, Sanders JG, Swafford AD,
Thompson LR, Tripathi A, Xu ZZ, Zaneveld JR, Zhu Q, Caporaso JG, Dorrestein PC. Best practices for
analysing microbiomes. Nat Rev Microbiol. 2018 Jul;16(7):410-422. doi: 10.1038/s41579-018-0029-9.
PMID: 29795328. Acesso em: 20 jun. 2025.

Legendre, P., Gallagher, E.D. Ecologically meaningful transformations for ordination of species data.
Oecologia 129, 271-280 (2001). https://doi.org/10.1007/s004420100716 Acesso em: 05 mai. 2025.

Lian, T., Yu, Z., Liu, J. et al. Rhizobacterial community structure in response to nitrogen addition
varied between two Mollisols differing in soil organic carbon. Sci Rep 8, 12280 (2018).
https://doi.org/10.1038/s41598-018-30769-z Acesso em: 03 jun. 2025.

Lugtenberg B, Kamilova F. Plant-growth-promoting rhizobacteria. Annu Rev Microbiol.
2009;63:541-56. doi: 10.1146/annurev.micro.62.081307.162918. PMID: 19575558. Acesso em: 23 ago.
2025.

Ma Y, Wang J, Liu Y, Wang X, Zhang B, Zhang W, Chen T, Liu G, Xue L, Cui X. Nocardioides:
"Specialists" for Hard-to-Degrade Pollutants in the Environment. Molecules. 2023 Nov



119

5;28(21):7433. doi: 10.3390/molecules28217433. PMID: 37959852; PMCID: PMC10649934. Acesso
em: 08 mai. 2025.

Maejima Y, lino T, Muraguchi Y, Fukuda K, Ohkuma M, Suzuki T, Moriuchi R, Dohra H, Kimbara K,
Shintani M. Chryseotalea sanaruensis gen. nov., sp., nov., a Member of the Family Cytophagaceae,
Isolated from a Brackish Lake in Hamamatsu Japan. Curr Microbiol. 2020 Feb;77(2):306-312. doi:
10.1007/500284-019-01823-4. Epub 2019 Dec 2. PMID: 31792570.

Manici, Luisa & Caputo, Francesco & Sabata, Davide & Fornasier, Flavio. (2024). The enzyme patterns
of Ascomycota and Basidiomycota fungi reveal their different functions in soil. Applied Soil Ecology.
196. 105323. 10.1016/j.aps0il.2024.105323.

McMurdie, P. J., & Holmes, S. (2013). phyloseq: An R package for reproducible interactive analysis
and  graphics of  microbiome census data. PLoS ONE, 8(4), e61217.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0061217 Acesso em: 14 ago. 2025.

Melo, L. A. de ., Abreu, A. H. M. de ., Leles, P. S. dos S., Oliveira, R. R. de ., & Silva, D. T. da (2018).
QUALIDADE E CRESCIMENTO INICIAL DE MUDAS DE Mimosa caesalpiniifolia Benth.
PRODUZIDAS EM DIFERENTES VOLUMES DE RECIPIENTES. Ciéncia Florestal, 28(1), 47—
55. https://doi.org/10.5902/1980509831574 Acesso em: 27 fev. 2025.

Mendes R, Kruijt M, de Bruijn I, Dekkers E, van der Voort M, Schneider JH, Piceno YM, DeSantis TZ,
Andersen GL, Bakker PA, Raaijmakers JM. Deciphering the rhizosphere microbiome for disease-
suppressive bacteria. Science. 2011 May 27;332(6033):1097-100. doi: 10.1126/science.1203980. Epub
2011 May 5. PMID: 21551032.

Mendes R, Garbeva P, Raaijmakers JM. The rhizosphere microbiome: significance of plant beneficial,
plant pathogenic, and human pathogenic microorganisms. FEMS Microbiol Rev. 2013
Sep;37(5):634-63. doi: 10.1111/1574-6976.12028. Epub 2013 Jul 22. PMID: 23790204.

Nilsson RH, Anslan S, Bahram M, Wurzbacher C, Baldrian P, Tedersoo L. Mycobiome diversity: high-
throughput sequencing and identification of fungi. Nat Rev Microbiol. 2019 Jan;17(2):95-109. doi:
10.1038/s41579-018-0116-y. PMID: 304429009.

Okon, Y. & Labandera-Gonzalez, C. A. Agronomic applications of azospirillum: An evaluation of 20
years worldwide field inoculation, Soil Biology and Biochemistry, Volume 26, Issue 12, 1994, Pages
1591-1601, ISSN 0038-0717, https://doi.org/10.1016/0038-0717(94)90311-5.
(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0038071794903115) Acesso em: 05 jun. 2025.

Oksanen, Jari & Simpson, Gavin & Blanchet, F. Guillaume & Kindt, Roeland & Legendre, Pierre &
Minchin, Peter & hara, R & Solymos, Peter & STEVENS, HENRY & Szocs, Eduard & Wagner, Helene
& Barbour, Matt & Bedward, Michael & Bolker, Ben & Borcard, Daniel & Carvalho, Gustavo & Chirico,
Michael & De Céaceres, Miquel & Durand, Sesbastien & Weedon, James. (2022). vegan community
ecology package version 2.6-2 April 2022.

Oldroyd GE, Murray JD, Poole PS, Downie JA. The rules of engagement in the legume-rhizobial
symbiosis. Annu Rev Genet. 2011;45:119-44. doi: 10.1146/annurev-genet-110410-132549. Epub 2011
Aug 11. PMID: 21838550. Acesso em: 10 jul. 2025.

Pacheco, A.R., Moel, M. & Segré, D. Costless metabolic secretions as drivers of interspecies
interactions in microbial ecosystems. Nat Commun 10, 103 (2019). https://doi.org/10.1038/s41467-
018-07946-9 Acesso em: 12 jul. 2025

Peay KG, Kennedy PG, Talbot JM. Dimensions of biodiversity in the Earth mycobiome. Nat Rev
Microbiol. 2016 Jul;14(7):434-47. doi: 10.1038/nrmicro.2016.59. PMID: 27296482.



120

Perdomo, Haybrig & Garcia, Dania & Gené, Josepa & Cano, Jose & Sutton, Deanna & Summerbell,
Richard & Guarro, Josep. (2012). Phialemoniopsis, a new genus of Sordariomycetes, and new species
of Phialemonium and Lecythophora. Mycologia. 105. 10.3852/12-137

Prescott, Cindy & Grayston, Sue. (2013). Tree species influence on microbial communities in litter
and soil: Current knowledge and research needs. Forest Ecology and Management. 309. 19-27.
10.1016/j.foreco.2013.02.034.

Primm TP, Lucero CA, Falkinham JO 3rd. Health impacts of environmental mycobacteria. Clin
Microbiol Rev. 2004 Jan;17(1):98-106. doi: 10.1128/CMR.17.1.98-106.2004. PMID: 14726457; PMCID:
PMC(C321467.

Quast C, Pruesse E, Yilmaz P, Gerken J, Schweer T, Yarza P, Peplies J, Glockner FO. The SILVA
ribosomal RNA gene database project: improved data processing and web-based tools. Nucleic
Acids Res. 2013 Jan;41(Database issue):D590-6. doi: 10.1093/nar/gks1219. Epub 2012 Nov 28. PMID:
23193283; PMCID: PMC3531112.

R Core Team (2025). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for
Statistical Computing, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/

Rathnayake, G. R. N., Kumar, N. S., Jayasinghe, L., Araya, H., & Fujimoto, Y. (2017). Chemical
investigation of metabolites produced by an endophytic fungi Phialemonium curvatum from the
leaves of  Passiflora  edulis. @ Natural  Product  Research, 32(20), 2483-2486.
https://doi.org/10.1080/14786419.2017.1416373 Acesso em: 22 ago. 2025.

Reichenbach, H. (2001). Myxobacteria, producers of novel bioactive substances. J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 27, 149-156. Journal of industrial microbiology & biotechnology. 27. 149-56.
10.1038/sj.jim.7000025.

Rivera-Vega, L.J.; Grunseich, J.M.; Aguirre, N.M.; Valencia, C.U.; Sword, G.A.; Helms, AM. A
Beneficial Plant-Associated Fungus Shifts the Balance toward Plant Growth over Resistance,
Increasing Cucumber Tolerance to Root Herbivory. Plants 2022, 11, 282.
https://doi.org/10.3390/plants11030282 Acesso em: 06 agro. 2025

Ryckeboer, Jaak & Mergaert, J] & Vaes, K & Klammer, S & De Clercq, Deborah & Coosemans, J &
Insam, Heribert & Swings, Jean. (2003). A survey of bacteria and fungi occurring during composting
and self-heating processes. Annals of Microbiology. 53. 349-410.

Schoch, C. L. et al., 2012. Nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS) region as a universal
DNA barcode marker for Fungi, Proc. Natl Acad. Sci. USA. 109 (16) 6241-6246,
https://doi.org/10.1073/pnas.1117018109 (2012). Acesso em: 06 ago. 2025.

Seipke, Ryan & Barke, Jorg & Brearley, Charles & Hill, Lionel & Yu, Douglas & Goss, Rebecca &
Hutchings, Matthew. (2011). A Single Streptomyces Symbiont Makes Multiple Antifungals to
Support the Fungus Farming Ant Acromyrmex octospinosus. PloS one. 6. ¢22028.
10.1371/journal.pone.0022028.

Shannon, C. E. (1948). A mathematical theory of communication. Bell System Technical Journal,
27(3): 379-423. https://doi.org/10.1002/j.1538-7305.1948.tb01338.x Acesso em: 03 ago. 2025.

Souchie, E. L., Azcon, R., Barea, J. M., Saggin-Junior, O. J., & Silva, E. M. R. da (2006). Phosphate
solubilization and synergism between P-solubilizing and arbuscular mycorrhizal fungi. Pesquisa
Agropecudaria  Brasileira, 41(9), 1405-1411. https://doi.org/10.1590/S0100-204X2006000900009
Acesso em: 18 abr. 2025.



121

Streeter, J., & Wong, P. P. (1988). Inhibition of legume nodule formation and N2 fixation by nitrate.
Critical Reviews in Plant Sciences, 7(1), 1-23. https://doi.org/10.1080/07352688809382257 Acesso em:
18 mai. 2025.

Suada, I. Ketut, et al. "Ability of endophytic fungi isolated from rice to inhibit Pyricularia oryzae—
induced rice blast in Indonesia." (2012): 51-53. DOI: https://doi.org/10.5109/22047
Acesso em: 11 ago. 2025.

White, T.J. & Bruns, Tom & Lee, Steven & Taylor, John. (1989). Amplification and Direct Sequencing
of Fungal Ribosomal Rna Genes for Phylogenetics. 10.1016/B978-0-12-372180-8.50042-1.

Viaene T, Langendries S, Beirinckx S, Maes M, Goormachtig S. Streptomyces as a plant's best friend?
FEMS Microbiol Ecol. 2016 Aug;92(8):fiw119. doi: 10.1093/femsec/fiw119. Epub 2016 Jun 7. PMID:
27279415. Acesso em: 16 abr. 2025.

Xiong C, Singh BK, He JZ, Han YL, Li PP, Wan LH, Meng GZ, Liu SY, Wang JT, Wu CF, Ge AH,
Zhang LM. Plant developmental stage drives the differentiation in ecological role of the maize
microbiome. Microbiome. 2021 Aug 13;9(1):171. doi: 10.1186/s40168-021-01118-6. PMID: 34389047;
PMCID: PMC8364065. Acesso em: 23 ago. 2025.

Yan Du, Tianye Wang, Chengyu Wang, Paul-Simon Anane, Shuxia Liu, and Jorge Paz-Ferreiro. 2019.
Nitrogen fertilizer is a key factor affecting the soil chemical and microbial communities in a
Mollisol. Canadian Journal of Microbiology. 65(7): 510-521. https://doi.org/10.1139/cjm-2018-0683
Acesso em: 30 jul. 2025



		2026-01-27T20:32:50-0300




