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RESUMO

Um dos desafios da agricultura atual é a produgao de alimentos com menor interferéncias
junto ao sistema agricola. A implementagdo de praticas agricolas com base
ecoldgica/regenerativas sdo essenciais para a obtencdo de sistemas de produgdo
saudaveis e mais resilientes. Neste sentido o entendimento sobre estratégias de controle
da praga Eurhizococcus brasiliensis se faz necessario. O objetivo deste trabalho foi
analisar o impacto de diferentes inoculantes sobre o desenvolvimento de Vitis vinifera da
cultivar Chardonnay e avaliar a diversidade de microrganismos envolvidos na
supressividade de E. brasiliensis. No experimento a campo foram utilizados insumos
bioldégicos por imersdo ou aplicagédo no bergo do sistema radicular, por Trichoderma sp,
Metarhizium sp, Beauveria bassiana, Paecilomyces fumosoroseus, além de outros
compostos como Hidrogel®, Compost Aid®, biofertilizante a base de sementes de
mamona, Nem Out®, Microgeo®, CMM — Complexos Microbianos e seus Metabdlitos, e
EMN — Microrganismos Eficientes Nativos. Foi avaliada a diversidade de microrganismos
cultivaveis, identificados pela analise de rDNA 16S, para bactérias e ITS para fungos ou
de comunidades microbianas por metagenémica, em material oriundo de fermentados
microbianos e em tratamentos de solo. Foram também avaliados comprimento de galhos,
numero de folhas, populacado de cistos da pérola da terra e plantas mortas de videira ao
final de 22 meses do plantio das mudas. A partir da metodologia de analise dos
microrganismos cultivaveis foi possivel identificar diferentes grupos de bactérias das
amostras de EMN (EM), CMM (FC), solo, SEF (Solo + CMM + EMN) e SFM (Solo + CMM
+ Microgeo). Os mesmos estdo representados principalmente pelos filos Firmicutes,
Proteobacteria, seguidos por Mycobacterium e Pseudomonadota dentre outros. Também
foram identificados os géneros Pseudomonas, Acinetobacter e Comamonas,
representantes do Filo Proteobacteria, seguidos pelo género Mycobacterium — Filo
Actinomycetota e Kluyvera Filo Pseudomonadota. Com relagdo ao grupo dos fungos a
prevaléncia ocorreu com o género Mucor identificado na maioria dos tratamentos
amostrados. Na analise do sequenciamento genético foi verificado maior quantidade de
fungos benéficos no tratamento TS5, o que explica a atividade supressiva e o maior
comprimento de ramos, numero de folhas e redugao de cistos da pérola da terra ocorreu
principalmente nos tratamentos que receberam CMM, EMN e outros complexos
microbianos. Estes resultados mostram que a inoculagdo de microrganismos benéficos
pode potencializar a ecologia do solo, promovendo significativamente o desenvolvimento
das videiras e reducdo do numero de cistos da pérola da terra.

Palavras-chave: agricultura regenerativa, servigos ecossistémicos; microbiota funcional;
saude do solo; tecnologias sociais.



ABSTRACT

One of the challenges of current agriculture is the production of food with less interference
with the agricultural system. The implementation of ecologically based/regenerative
agricultural practices is essential for achieving healthy and more resilient production
systems. In this sense, understanding strategies to control the pest Eurhizococcus
brasiliensis is necessary. The objective of this work was to analyze the impact of different
inoculants on the development of Vitis vinifera from the Chardonnay cultivar and evaluate
the diversity of microorganisms involved in the suppressiveness of E. brasiliensis. In the
field experiment, biological inputs were used by immersion or application in the cradle of
the root system, by Trichoderma sp, Metarhizium sp, Beauveria bassiana, Paecilomyces
fumosoroseus, in addition to other compounds such as Hidrogel®, Compost Aid®,
biofertilizer based on castor beans , Nem Out®, Microgeo®, CMM — Microbial Complexes
and their Metabolites, and EMN — Efficient Microorganisms Natives. The diversity of
cultivable microorganisms, identified by 16S rDNA analysis, for bacteria and ITS for fungi
or microbial communities by metagenomics, in material from microbial fermentations and
in soil treatments, was evaluated. Length of branches, number of leaves, population of
earth pearl cysts and dead vine plants after 22 months of planting the seedlings were also
evaluated. Using the methodology for analyzing cultivable microorganisms, it was possible
to identify different groups of bacteria from the EMN (EM), CMM (FC), soil, SEF (Soil +
CMM + EMN) and SFM (Soil + CMM + Microgeo) samples. They are mainly represented
by the phyla Firmicutes, Proteobacteria, followed by Mycobacterium and Pseudomonadota
among others. The genera Pseudomonas, Acinetobacter and Comamonas,
representatives of the Phylum Proteobacteria, were also identified, followed by the genus
Mycobacterium — Phylum Actinomycetota and Kluyvera Phylum Pseudomonadota.
Regarding the group of fungi, the prevalence occurred with the genus Mucor identified in
most of the treatments sampled. In the genetic sequencing analysis, a greater quantity of
beneficial fungi was verified in the T5 treatment, which explains the suppressive activity
and the greater length of branches, number of leaves and reduction of cysts of the pearl of
the earth occurred mainly in the treatments that received CMM, EMN and other microbial
complexes. These results show that the inoculation of beneficial microorganisms can
enhance soil ecology, significantly promoting the development of vines and reducing the
number of earth pearl cysts.

Keywords: regenerative agriculture, ecosystem services; functional microbiota; soil health;
social technologies.
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1. Introducgao

Um dos principais problemas fitossanitarios encontrado pelos produtores, na
cultura da videira, tem sido a presenga da cochonilha pérola da terra Eurhizococcus
brasiliensis (Wille, 1922) (Hemiptera: Margarodidae)

A cochonilha pérola da terra, E. brasiliensis descoberta em 1922 no Estado do Rio
Grande do Sul, tornou-se a praga mais temida entre os viticultores do Sul do Brasil, tanto
pela rapidez de dispersdo quanto pela dificuldade de controle visto seus habitos de vida
subterranea. Trata-se de um inseto que prejudica somente durante sua fase jovem
(ninfas), pois os adultos sdo desprovidos de aparelho bucal. Reproduz-se de forma
assexuada, principalmente, ou eventualmente de forma sexuada, presentando uma
geracao por ano. (Hickel, 1994; Haiji et al., 2002). A cochonilha possui uma fase de cisto
com ovos, que se inicia com o rompimento das paredes do cisto, devido a pressao
exercida pelas ninfas do primeiro instar. Essa fase, na regido Sul do Brasil, ocorre
principalmente entre os meses de outubro e janeiro. As ninfas recém eclodidas tém
pernas funcionais, mas com pouca mobilidade e baixa capacidade de dispersao (Hickel et
al., 2010). A partir do segundo instar, as ninfas perdem as pernas e permanecem no
interior da cuticula, que se converte em capsula protetora, assumindo formato esférico,
com coloragdo amarela, dai o nome “pérola da terra”. O completo desenvolvimento das
ninfas origina fémeas, que morrem dentro do préprio cisto apds realizarem a postura
(cisto com ovos), ou que podem emergir e subir a superficie como fémeas modveis, para
eventual acasalamento, retornando, em seguida, ao interior do solo (Hickel et al., 2010). A
fase de ninfa ocorre, na regiao Sul, predominantemente entre fevereiro e outubro.

O processo de morte das plantas e a progressiva velocidade forgou a busca de
alternativas rapidas de controle. Varios tratamentos quimicos foram avaliados e validados,
porém, devido a toxicidade ou até ineficiéncia em atingir o alvo, outros métodos tém sido
investigados para o controle desta importante praga (Botton, et al., 2010, Cresswell et al.,
2012).

Segundo o DIEESE (2022) o custo total gerado com o controle da pérola da terra,
incluindo-se insumos, mio de obra e reposicdo anual de mudas, é estimado em R$
1.230,00/ha, o que impacta significativamente na redugéo da rentabilidade da cultura.

O estabelecimento de sistemas agroalimentares mais resilientes dependem da
mitigacdo de determinadas praticas agricolas, que contribuem para a degradagédo e
diminuicao da fertilidade do solo, contaminagdes e restricdo da biodiversidade. Praticas
que reduzam as interagdes ecologicas nos agroecossistemas, como a monocultura, a

perturbagao intensa do solo, a dependéncia excessiva de fertilizantes minerais soluveis e



a utilizagcado de compostos quimicos nocivos, podem interferir nas redes troficas e alterar a
composi¢cao das comunidades bidticas. Esta interferéncia leva a um declinio na
diversidade de espécies benéficas dentro dos ecossistemas, comprometendo assim as
suas capacidades multifuncionais. A integragdo de praticas agricolas ecoldgicas sao
estratégias amigaveis para enfrentamento as mudancas climaticas e restabelecimento da
biodiversidade (Thiessen-Mertens et al., 2015).

Em 2022, o setor agricola no Brasil registrou um consumo aproximado de 38,2
milhdes de toneladas de fertilizantes no mercado nacional, sendo uma parcela substancial
importada (33,8 milhdes de toneladas) ANDA (2022). Esta dependéncia de fontes
externas, combinada com incertezas na cadeia de abastecimento de fatores de producéo,
a diminuicdo das reservas minerais globais e os desequilibrios na dindmica comercial,
aumentam as preocupagoes sobre a seguranga alimentar do pais (Metson, et al., 2016)

Os sistemas alimentares organicos em todo o mundo apresentam um déficit médio
de produtividade de 19 a 25% em comparagdo com a agricultura convencional. Essa
variacdo depende de fatores como localizagdo geografica, tipo de praticas agricolas,
abordagens tecnolégicas e condi¢gdes edafoclimaticas predominantes (De Ponti et al,
2012). Neste contexto, torna-se evidente a importancia dos biofertilizantes on farm como
catalisadores para o aumento da produtividade das plantas.

Neste sentido, inoculantes biolégicos que potencializem a ciclagem de nutrientes
necessitam ser melhores explorados e estudados. A multiplicagdo de microrganismos
nativos e seus metabdlitos on farm podem ser consideradas as chamadas “estratégias
baseadas na natureza”. A produc¢ao de inoculantes com microrganismos nativos, sejam de
base liquida ou sdlida, comportam varios compostos microbianos. (Al Abboud et al.,
2013).

Multiplicar microrganismos nativos on farm a partir de técnicas de biofermentagao,
e com fontes de matéria-prima local, os quais podem alterar no tempo de processamento
e até no produto desejado, as modificagdes que ocorrem podem ser complexas, inclusive
quanto a produgao de metabdlitos pela diversidade de organismos envolvidos. (Sharma et
al., 2014, Silva et al., 2015). O resultado desta transformacdo microbiolégica € um
composto mais estavel, que podera promover a conversdo de um substrato rico em
nutrientes e biologicamente ativo (Hata et al., 2023). No presente trabalho o termo
biofermentacao sera utilizado como sinbnimo de fermentacéo.

Neste contexto, nas ultimas décadas, em determinadas areas de produgao
agricola, e em locais com agricultura familiar vem ocorrendo o desenvolvimento de
determinados compostos biolégicos on farm, como microrganismos eficientes nativos

(EMN), multiplicagdo de complexos microbianos e seus metabdlitos (CMM), este ultimo

9



também conhecido como “fermento crioulo”, além de outros biofermentados caseiros
como o composto bokashi, dentre outros também denominados de tecnologias sociais de
baixo custo. (Sartori & Venturin, 2016).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade de microrganismos cultivaveis em
determinados compostos biolégicos produzidos on farm, e verificar a agao destes sobre a

supressividade da cochonilha Eurhizococcus brasiliensis na cultura da videira.
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2. Revisao bibliografica

2.1 Viticultura

A viticultura é uma atividade tradicional em sete estados brasileiros. Como zonas
de viticultura temperada destacam-se as regides da Fronteira, Serra do Sudeste, Serra
Gaucha, Campos de Cima da Serra e regides Central e Norte do Estado do Rio Grande
do Sul; as regides do Vale do Rio do Peixe, Planalto Serrano e Planalto Norte e
Carbonifera, no Estado de Santa Catarina; a regido Sudeste do Estado de Sao Paulo, e a
regido Sul do Estado de Minas Gerais. A regiao Norte do Parana é tipicamente subtropical
e as regides Noroeste do Estado de Sdo Paulo, Norte do Estado de Minas Gerais e Vale
do Sub-Médio Sao Francisco (Pernambuco e Bahia) caracterizam-se como zonas
tropicais, com sistemas de manejo adaptado as suas condi¢des ambientais especificas.
Além destes, novos polos vitivinicolas estao surgindo em diferentes regides do pais, seja
sob condi¢des temperadas, tropicais ou subtropicais (IBRAVIN, 2012).

O estado do Rio Grande do Sul é responsavel por mais de 50% da producdo de
uva e por 90% da produgéo nacional de vinhos e derivados (Chavarria & Santos, 2013) e
a sua principal regido produtora é a Serra Gaucha, onde a viticultura ocorre em pequenas
propriedades, com média de 15 ha de area total, sendo destes 40% a 60% de area util
com 2,5 ha de vinhedos, pouco mecanizada devido a topografia acidentada,
predominando o uso da mao de obra familiar, cada propriedade dispondo em média de
quatro pessoas (Souza, 2013).

A area plantada com videiras no Brasil, em 2021, foi de 75.000 ha, ou seja, 0,24%
superior a verificada no ano anterior, segundo dados obtidos no IBGE (IBGE, 2022). A
area com viticultura se concentra na Regido Sul, que representou 73% da area total
nacional. O Rio Grande do Sul é o principal estado produtor, representando 62,41% da
area viticola nacional, o que corresponde a uma area de 46.815 ha. O estado de Santa
Catarina apresentou uma area de 3.940 ha e o Parana 4.000 ha. Os trés estados do Sul
apresentaram estabilidade na area cultivada no ano de 2021.

Na Regido Sudeste o estado de Sao Paulo, grande produtor de uva de mesa,
apresentou a mesma area do ano anterior, 8.022 ha de videiras, 10,69% da area nacional.
Em Minas Gerais ocorreu aumento de 4,79% na area plantada com videira, atingindo
1.270 ha. No Espirito Santo, ainda com area bastante reduzida, 198 ha, diminuiu a area
em 4,35% no ultimo ano e, no estado do Rio de Janeiro, registrou-se apenas 24 ha com
videiras. A Regido Sudeste representou 12,68%, da area viticola do pais (IBGE 2022).

A regido Nordeste representou 14,04% da area viticola nacional e concentrou sua

viticultura no Vale do Sao Francisco (Pernambuco e Bahia). Pernambuco € o maior
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produtor com 8.256 ha, que representa 11,00% da area nacional. Na Bahia, com 2.119 ha,
ocorreu aumento de 7,62% na area com videiras. Nos demais estados o cultivo da videira
€ ainda muito reduzido, embora o interesse pela cultura venha aumentando.
Considerando que nessa regiao, em especial no Vale do Sao Francisco, devido as
condigbes climaticas e de sistemas de produgcédo que permitem a realizagdo de até duas
safras e meia por ano, a importancia relativa da regido € superior ao percentual acima
apresentado.

A Regiao Sul é a maior produtora de uvas, sendo que, em 2021, representou
62,92% da produgéo nacional. O Rio Grande do Sul, o maior produtor de uvas do pais
com producdo de 951.567 t de uvas em 2021, representou 56,05% da producéo nacional.
A maior parte da produgcao refere-se as cultivares de uvas americanas e hibridas,
destinadas principalmente ao processamento para elaboragdo de vinhos de mesa e suco
de uvas, embora seja neste mesmo estado que ocorra a maior produgéo de vinhos finos e
espumantes do pais. Ainda na Regido Sul, o estado de Santa Catarina produziu 59.638 t
de uvas, 1,24% inferior ao ano anterior e o Parana, com 57.000 t, também apresentou
reducéo na producgao (0,97%) IBGE (2022).

Na Regidao Nordeste, Pernambuco é o maior estado produtor de uvas, com
producado de 390.640 t em 2021, 15,29% superior ao ano de 2020. Na Bahia, a producéo
foi de 61.274t, 35,14% superior a verificada no ano anterior. A Regiao Nordeste, segunda
maior produtora de uva, representou 26,81% da produgdo nacional, em 2021 IBGE
(2022).

Na Regido Sudeste, cuja produgdo de uvas representou 10,02% da produgao
nacional, em 2021, o estado de S&o Paulo, principal produtor de uva de mesa Niagara
Rosada (rustica) do pais, produziu 147.359 t de uvas, 1,05% inferior ao ano anterior.
Minas Gerais produziu 19.571 t de uvas, com aumento de 4,53%, e o Espirito Santo, com
producdo de 3.040 t, apresentou reducao da producédo de 9,79% no ano de 2021, em
relacdo ao ano anterior (IBGE 2022).

A Regiao Centro-Oeste, embora com area reduzida, investiu na produgao de vinhos
finos ligados ao enoturismo, com sucesso. Em Goias a area com viticultura foi de 78 ha,
no Distrito Federal de 57 ha e no Mato Grosso 52 ha.

A producdo nacional de uvas destinadas ao processamento (vinho, suco e
derivados) foi estimada em 816.077 milhdes de quilos, representando 48,07% da
producao total. A estimativa se baseia na proporcionalidade relativa do estado do Rio
Grande do Sul usando os dados oficiais de uvas destinadas ao processamento. As uvas
para consumo in natura, que representaram a maior parte, 51,93%, sao o resultado da

diferencga entre o total da produgao e a uva para processamento IBGE (2022).
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Segundo o DIEESE (2022) o custo de insumos fitossanitarios por hectare, nao
incluso herbicidas e formicidas, para uvas do grupo Vitis vinifera fica entre R$ 11.430,00 e
14.280,00, dependendo da cultivar, do ciclo e das condi¢des climaticas da regido. O custo
total de produgao, considerando as depreciagbes, na Serra Gaucha, é de R$ 65.660,00.
Este mesmo Departamento considera que as médias de producdo para este grupo de
uvas variam de 8 a 12 toneladas/hectare o que perfaz um custo de producdo de R$ 8,21 a
R$ 5,47/kg de uva. O custo total gerado apenas com o controle quimico da pérola da terra
é estimado em R$ 1.230,00/ha.

Quanto a quantidade e tipos de insumos, assim como quais principios ativos sao
utilizados para controle fitossanitario, ha uma variagdo muito grande tendo em vista a
diversidade de cultivares, com ciclos distintos e condigbes climaticas muito variaveis.
Contudo o Manual de Producao de Uvas Viniferas de Alta Qualidade e o sistema adotado
pela Embrapa Uva e Vinho para estimativas econémicas, estabelecem como médias 18 a
22 pulverizagdes por ciclo em cultivares precoces, como Chardonnay e Pinnot Noir, e 22 a
26 pulverizagdes por ciclo das cultivares mais tardias, como Cabernet Sauvignon e

Cabernet Franc. (Lazzarotto e Fioravango, 2014).

2.2 A cochonilha pérola da terra - Eurhizococcus brasiliensis — antecedentes e

importancia agricola

A pérola da terra, E. brasiliensis (Hempel) (Hemiptera: Margarodidae), € uma
cochonilha subterranea que infesta as raizes das plantas, tanto cultivadas como
silvestres. Varias plantas frutiferas sdo atacadas, porém, ela s6 é considerada praga
importante no cultivo da videira (Gallotti, 1976). Esta praga, nativa da Regido Sul do
Brasil, tem dificultado o cultivo de videiras, tanto pelos danos causados quanto pela falta
de estratégias eficientes para o seu controle, devido a facilidade de dispersdo da doencga
(Stoffel et al., 2014). E. brasiliensis (Hempel,1922) (Hemiptera: Margarodidae), € uma
cochonilha subterrdnea, que se alimentam de grande quantidade de seiva das plantas,
provocando a decadéncia da videira, reduzindo drasticamente a produgao, e causando a
morte da videira. A disseminacdo da pérola da terra ocorre principalmente pela
Linepithema humile, espécie de formigas que se associa aos cistos em busca dos
residuos agucarados, pois estas transportam as ninfas eclodidas até as raizes das plantas
hospedeiras (De Césaro, 2008, Andzeiewski et al., 2022). Esta praga tem causado
severas perdas aos vinhedos principalmente do sul do Brasil, sendo responsavel pelo

abandono da cultura em videiras em varias regides em devido a dificuldades de controle.
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A pérola da terra distribui-se por toda a principal regiao viticola de Santa Catarina e
nos principais municipios produtores de uva da Serra Gaucha, no Rio Grande do Sul,
sendo um dos fatores de diminuigdo da area plantada e desestimulo a novos plantios
(Gallotti, 1989). Também ocorre em alguns municipios dos estados do Parana e de Sao
Paulo, e recentemente, a pérola da terra foi constatada atacando videira no Vale do Sao
Francisco, em Petrolina, PE (Haji et al., 2002).

A cochonilha E. brasiliensis (Wille, 1922), mais conhecida por pérola da terra ou
carrapato da videira, foi descoberta em 1922, na regiao central do Estado do Rio Grande
do Sul, tornou-se, ao longo dos anos, a praga mais temida entre os viticultores do Sul do
Brasil. O género Vitis sp por ser exético ao nosso ecossistema e a pérola da terra, por sua
vez, nativa, gerou dificuldades em estabelecer adequados mecanismos de controle.
Identificado na Serra Gaucha pela primeira vez em Caxias do Sul, em 1964, rapidamente
foi reconhecida como “causa mortis” de muitos vinhedos que vinham em franco declinio
(Gallotti, 1976). Porém, até a década de 1980 o processo de declinio e morte das videiras
era lento e mascarado pela intensidade de reposigdao das plantas ndo gerando
significativo impacto sobre a producéo.

A partir de entdo, o processo de morte das plantas se acentuou e a progressiva
velocidade forgou a busca de alternativas rapidas de controle. Neste periodo alguns
controles quimicos foram avaliados e validados, deste a fumigacao por fosfina até o uso
de Vamidothion (Kilval), o primeiro apresenta dificuldades na viabilidade técnica de uso e
0 segundo possui grande toxicidade. Ao longo do tempo, outros principios ativos foram
testados como metidation, dizinon, imidacloprid e thiamethoxan, apresentando relativa
eficiéncia devido a necessidade de uso por encharcamento a fim de que o produto ativo
envolva completamente o sistema radicular das plantas (Botton et al., 2010). Estas
técnicas tém mais eficiéncia quando utilizadas em mudas do que quando utilizadas em
vinhedos consolidados e especialmente nestes, estas praticas tém um custo elevado
(Botton et al., 2013).

Paralelo a isso, agricultores vém empiricamente testando férmulas “milagreiras”
que vao do uso de sal e cinzas até o querosene e naftalina. Outras linhas de pesquisa
foram estabelecidas como alternativas como o uso de variedades resistentes como a Vitis
rotundifolia, porém agronomicamente inviavel. Neste mesmo sentido tem-se utilizado a V.
rotundifolia como porta-enxerto, mas por problemas de compatibilidade genética nao
apresenta bons resultados (Soria et al., 1997). Alguns experimentos avaliaram o uso de
adubacao verde como técnica de controle, mas sob o enfoque da reducdo do impacto e
nao na eliminagdo por morte da pérola da terra. Dentre estas, algumas espécies como

Tagetes sp, Crotalaria sp e Allium sp demonstraram alguma eficiéncia (Botton, 2010).
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Quanto ao controle biologico, experimentos de laboratério confirmam como
potencial entomopatogénico o fungo Paecilomyces fumosoroseus e o0 nematoide
Sfeinernerna carpocapsae (Hickel, 1997, Lorencetti, 2013 e Estrada, 2019).

Atualmente os trabalhos estdo direcionados as técnicas de supressividade da
pérola da Terra, do que a busca de substancias quimicas de erradicagdo. Isto porque
algumas hipéteses, baseadas no histérico da praga, levam a crer que E. brasiliensis
propicia a entrada de patégenos oportunistas como Fusarium sp. causador da morte da
videira. Sob este olhar, a Embrapa Uva e Vinho, no periodo de 02/2015 e 01/2019 avaliou
e prop6s um manejo sustentavel de plantio de mudas de videiras em areas com histérico
de pérola da terra. Esta proposta se mostrou eficiente e de baixo impacto ambiental,
porém com dificuldades de replicabilidade junto aos viticultores. A partir destes
experimentos, algumas empresas de insumos biolégicos langaram no mercado, pacotes
de controle da pérola da terra, com baixa eficiéncia. Neste mesmo contexto, insumos
bioldégicos vém sendo formulados por agricultores seguindo os preceitos de elaboragao de
insumos caseiros para a agricultura organica. Observando empiricamente que alguns
destes insumos também apresentam possiveis potenciais para o controle da pérola da
terra, com a vantagem de serem mais acessiveis e de facil dominio por parte destes, o
que garantiria um uso mais efetivo “comunicagéo pessoal’.

Entendendo que com o advento da regulamentagdo por parte do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento da produgao dos insumos bioldgicos por parte dos
agricultores, os ditos “insumos on farm” (Portaria 110/2020), vemos a necessidade de
testa-los e avalia-los tanto em sua eficiéncia, custo e seguridade. O objetivo deste
trabalho sera de avaliar a eficiéncia de diferentes componentes biolégicos na supresséo
de E. brasiliensis na cultura da videira, a fim de garantir manejo sustentavel de vinhedos

com histérico da praga.

3. Métodos de Controle de Eurhizococcus brasiliensis

3.1 O Controle quimico de Eurhizococcus brasiliensis

A pérola da terra € a principal e mais problematica praga de videiras pela
dificuldade de controle de suas populagdes (Botton et al., 2010). Diversas investigagdes
tém evidenciado variagbes na mortalidade da praga em fungao da forma de aplicagao e o
ingrediente ativo utilizado (Botton et al.,2013). Ninfas de E. brasiliensis tém corpo globoso
e revestido por uma carapaga espessa (cisto), que normalmente lhes confere alta

resisténcia, quer seja a adversidades climaticas ou a nutricionais (Gallotti 1976). Este fato,
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aliado ao habito subterrdaneo do inseto, tornam os métodos convencionais de controle
praticamente indcuos contra a praga (Gallotti 1976, Soria & Gallotti 1986).

Os principais inseticidas quimicos ja avaliados para o controle da E. brasiliensis
sdo: vamidothion, imidacloprido, tiametoxam, spirotetramate, fipronil e azadiractina , todos
com baixos niveis de controle em médio e longo prazos, apresentando efeitos paliativos
de controle de curto prazo. A aplicacdo de inseticidas via irrigagdo (insetigagao),
especialmente por encharcamento, tem sido aventada como uma alternativa para o
controle de pragas de solo, uma vez que resultaria na infiltragcdo do ingrediente ativo no
perfil do solo, atingindo assim o inseto alvo (Hickel et al., 2010). Esta técnica, apesar de
maior eficiéncia de controle, também se restringe ao curto prazo e com uma maior
dificuldade de efetivagao de sua aplicacéo, visto a necessidade de uso de pelo menos 20

litros de calda por metro quadrado.

3.2 Produtos Fitossanitarios Alternativos para o Controle de Eurhizococcus
brasiliensis

O uso de produtos fitossanitarios alternativos pode permitir a protecdo da planta
contra o ataque de patdgenos, através da ativacdo de mecanismos de defesa (Schwan-
Estrada et al., 2000). Estes produtos também s&o usados para o controle de varias pragas
das culturas, ou ainda como fertilizantes, para melhorar a nutricio e evitar a incidéncia de
doencgas e pragas e, portanto, podendo atuar na ativagcado de rotas de defesa metabdlicas
nos insetos (Lorencetti, 2013).

Os produtos fitossanitarios como Azamax®, Base Nim®, Fortneem® tem em sua
formulacdo a Azadiractina, um limonoide encontrado no Nim (Martinez, 2003). Este
composto esta associado a agado supressora de apetite, inibidora de crescimento e
desenvolvimento (Viegas, 2003), e interfere na reproducao (Viana et al., 2006).

De acordo com (Botton et al.; 2013), o produto Azamax®, quando testado sobre o
inseto-praga da videira, conhecido como E. brasiliensis (Hemiptera: Margarodidae), a

pérola da terra provocou redugao de 50% na infestagdo desta praga

3.3 Biofertilizantes

Os biofertilizantes incluem extratos de plantas com ou sem a adi¢gao de esterco,
que contém células vivas de diferentes microrganismos. Os microrganismos presentes
nestes compostos biolégicos destinam-se a habitar inclusive a rizosfera das plantas,
facilitando assim a entrega de nutrientes do solo a cultura com maior eficiéncia (Raja
2013, Fatimah et al., 2021, Abioye et al., 2023).
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Entre as praticas sustentaveis com possibilidades de utilizagdo junto aos
agricultores de base agroecoldgica estao os biofertilizantes ou biofermentados on farm.
De acordo com (Guazzelli et al., 2012), os biofertilizantes sdo adubos liquidos ou soélidos
produzidos a partir da mistura de matéria organica e/ou inorgénica com agua ou outro
produto liquido para garantir um certo teor de umidade, que passam por processo
aerobico e/ou anaerobico durante a fase de maturagdo, para serem utilizados em
adubacado de plantio, de cobertura e manejo foliar. Tem sido verificado que o uso de
determinados biofertilizantes (biofermentados) on farm agem de maneira positiva no
crescimento e o rendimento das culturas, afetam a quantidade de matéria organica, no
desenvolvimento da parte aérea e das raizes (Sugiyarto et al., 2023).

Segundo Alfa et al., (2014), os biofertilizantes sdo o resultado final da
decomposicdo de compostos organicos que contem células vivas ou latentes de
microrganismos Seu preparo € realizado a partir da fermentagao aerdbia ou anaerdbia de
residuos organicos (Marrocos et al., 2012). Segundo Malusa & Vassilev (2014), um
biofertilizante “poderia ser definido como o composto elaborado contendo um ou mais
microrganismos que melhoram o status nutricional de crescimento e rendimento de
plantas cultivadas facilitando o acesso das plantas aos nutrientes”.

Segundo a Instru¢do Normativa 46, de 6 de outubro de 2011, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2011), os biofertilizantes sdo produtos que
contém componentes ativos ou agentes bioldgicos, que melhoram o desempenho do
sistema de producgao e que sao isentos de substancias proibidas pela regulamentacéo de
organicos (Lei 10.831/03).

A composigao quimica do biofertilizante varia de acordo com o método de preparo,
tempo de decomposi¢do, populagdo microbioldgica, temperatura, pH do composto e o
material que o origina. Porém, a principal caracteristica do produto sdo os microrganismos
que o compde, que séo responsaveis pela decomposi¢do da matéria organica e liberagao
de metabdlitos, enzimas, vitaminas, toxinas, fendis, ésteres, acidos e antibiéticos, assim
como, promover 0 crescimento vegetal ao se integrar a planta apos a sua aplicacao
(Marrocos et al., 2012). No mais, os biofertilizantes atuam aumentando a resisténcia
sistémica das plantas as pragas e doengas, sendo que os agrotoxicos atuam reduzindo a
populagcdo de fitoparasitas, porém fragilizando o vegetal (Medeiros; Lopes, 2006).
Adicionalmente, o produto possui potencial para controlar diretamente pragas através de
substancias com acao fungicida, bactericida e inseticida presentes em sua composicao
(Vessey, 2003).

Atualmente no Brasil, diversos biofertilizantes tém sido utilizados em diversas

culturas, destacando-se o Agrobio (Fernandes et al., 2006), Supermagro (Lopez et al.,
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2016); Vairo e Bokashi, (Guazzelli et al., 2012), biofertilizantes a base de plantas (Paes,
2015), Biogeo (Leite & Meira, 2016); o Hortbio (Fontenelle et al., 2017); o biofertilizante
enriquecido com mamona (Stuchi, 2015) e o biofertilizante enriquecido com
microrganismos eficientes - EM (Bonfim; Fontenelle, 2017), biofertilizantes a base de
esterco bovino (Cavalcante et al., 2019), dentre outros. Os mesmos sao tecnologias
sociais, ou seja, praticas de facil producdo, utilizadas principalmente por agricultores

familiares e em distintas culturas agricolas (Nunes Costa et al., 2023).

4. Producgao de compostos biolégicos “on farm”

A produgcdo “on farm’, também conhecida como “produgdo caseira de
microrganismos” ou “‘producdao nas fazendas”, consiste na multiplicacdo de espécies
bacterianas ou de fungos, que serédo utilizados dentro da propriedade agricola, com
funcdo de controlar doengas e pragas agricolas, ou atuar na indugédo de resisténcia em
plantas cultivadas. A multiplicacdo de microrganismos on farm tem aumentado
principalmente junto a agricultura familiar, cujo uma das principais estratégias € coletar
solo ou substrato do tipo serrapilheira como fonte de diversidade de microrganismos,
adicionar fontes nutricionais e conduzir para o processo de maturacéo (fermentacéo).

As principais técnicas de fermentacdo podem ocorrer em estado sélido ou estado
liquido para obter biomassa microbiana ou esporos, e produgao de metabdlitos. Também
€ importante estabelecer a relagédo entre carbono e nitrogénio. As fontes de glicose,
sacarose, lactose e outros agucares simples sao necessarios e de facil aquisicdo. O uso
de farinhas de semente de mamona, soja, aveia ou trigo sdo indicados para aumentar o
teor de nitrogénio (Vassileva et al., 2021).

Outro elemento importante é o fosfato, pois afeta de maneira positiva a producao
de biomassa e metabdlitos por varios organismos. Em condigbes naturais, fontes
inorganicas de P s&o a parte mais importante do meio de fermentagdo com um forte efeito
limitante de crescimento de microrganismos (Sanchez, & Demain, 2002). Foi evidenciado,
que o uso de P estimula a produgao de enzimas extracelulares em aproximadamente 10
vezes, particularmente fosfatases alcalinas e acidas (Vassilev et al.; 2014, Subramaniam
et al 2018, Vassileva et al., 2021).

A fermentacao sélida, tem sido mais atraente, por se tratar de um processo natural,
com elevado potencial econémico, que pode ser facilmente realizado em condigbes
laboratoriais e industriais para produzir diversos produtos, incluindo biofertilizantes, ao

mesmo tempo que recicla residuos agroindustriais (Pandey et al., 2007).
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E importante mencionar que apenas uma pequena porcentagem dos
microrganismos que habitam o solo e as zonas circundantes as raizes das plantas pode
ser cultivados, enquanto o restante é declarado n&o cultivaveis em meios de cultivo
padrao (Barret et al., 2013). Entdo, uma das estratégias de multiplicagdo de determinados
microrganismos do ambiente é captura-los e propaga-los via fermentagéo on farm para

producao de biofertilizantes na agricultura sustentavel.

No que diz respeito aos metabdlitos produzidos pelos microrganismos, estes sao
substancias quimicas produzidas pelo metabolismo de distintos organismos, que pode
variar de acordo com o0 meio ou mudangca ambiental (Brown et al., 2022). Essa
diversidade metabdlica € essencial para o desenvolvimento do organismo, interagdes com
0 meio e manutengdo de uma comunidade diversa, frequentemente ocupando uma

infinidade de nichos metabdlicos e ambientais (Brown et al., 2024).

Segundo (Jones et al., 2014, Brown et al., 2021, Withers et al., 2020), os
metabdlitos, desempenham um papel central na compreensdo fundamental das
interagcdes ambientais e da qualidade ambiental, como avaliagdo de mudangas funcionais

e da qualidade do solo.

Neste sentido, os biofertilizantes “on farm” podem desempenham um papel
fundamental na reposicédo da diversidade microbiana, fertilidade do solo, metabdlitos,
mobilizacdo de macro e micronutrientes para ampliar a sua eficacia e disponibilidade.
Estes biofertilizantes, podem ser considerados fertilizantes organicos ecoldgicos que
promovem a seguranga alimentar e asseguram para uma produgdo agricola mais

sustentavel.

4.1 Multiplicagcao de complexos microbianos e seus metabélitos - CMM

A estratégia do CMM é multiplicar diferentes taxons microbianos utilizando como
substrato uma fonte de carbono, acucar, leite e serrapilheira a fim de estabelecer um
consorcio funcionalmente bem-sucedido. O CMM, segundo (Sartori & Venturin, 2016), é
um biofermentado é popularmente conhecido como “fermento crioulo”, termo genérico
dado a um processo de fermentacdo que utiliza serrapilheira, uma fonte de carbono
(farelo), uma fonte de acucar e leite, passando por duas etapas de elaboracdo. Na
primeira etapa, estagio sdélida, consiste em coletar uma quantidade aproximada de 20
litros de folhas ou fragmentos de galhos em decomposi¢cdo, a chamada serrapilheira.
Acrescentar a mesma quantidade de farelo de trigo ou arroz, 0,5 kg de melago ou agucar
mascavo, 0,5 L de leite e 0,5 kg de p6 de basalto (opcional), que apdés a mistura
homogénea, é adicionada agua até obter umidade de 40-50%, aproximadamente. O
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resultado desta primeira etapa € armazenado em recipiente de 20 L, compactada
levemente de forma a retirar a maior parte do oxigénio. Posteriormente este fermentado é
vedado com plastico para evitar a entrada de oxigénio, e permanecendo por 30 dias em
local protegido da luz e do calor. O resultado deste processo € um material sélido com
odor e textura que lembram a silagem de milho fermentado. A segunda etapa deste
biofertilizante, chamada de fase liquida, necessita de um recipiente de 200 L, onde é
adicionado o produto fermentado da primeira etapa, 40 L de agua, 20 kg de farelo de trigo,
1 kg de melago ou agucar mascavo, 2 L de leite. E, ap6és o inicio da fermentacao
acrescentado agua até completar os 200 L. O mesmo permanece fermentando por 15
dias e podera ser utilizado. A dosagem recomentada consiste em 100 ml do produto em 1

L de 4gua por planta a cada més, por seis meses.

4.2 Microrganismos Eficientes Nativos— EMN

Outro complexo microbiano multiplicado on farm € conhecido como microrganismos
eficientes nativos. O mesmo utiliza como substrato atrativo arroz elaborado com 70% de
agua, mantido por aproximadamente 15 min por processo de cocgao. Este biofertilizante
reproduz o produto comercial (EM), conhecido como Microrganismos Eficazes, cujo
produto composto por fungos e bactérias isolados do solo e capazes de coexistir em meio
liquido fermentativo (Bonfim et al., 2011). Esses microrganismos foram isolados pela
primeira vez no Japao pelo Dr. Teruo Higa, que os chamou de “Microrganismos Eficazes”,
mas atualmente, varias familias de agricultores ja produzem seus préprios

microrganismos eficazes (Bonfim et al., 2011).

O EM Nativo, consiste em coletar do ambiente de mata nativa, microrganismos do
solo (serrapilheira), utilizando como substrato isca arroz cozido, multiplica-los e estender
para uma nova area. E elaborado em duas diferentes etapas, sendo uma a captura dos
EMN utilizando arroz sem nenhum tipo de aditivo. E a segunda etapa, consiste na
ativacdo destes microrganismos adicionando agua e uma fonte de agucar, e deixa-los
fermentar por um periodo aproximado de 10 dias (Sartori & Venturin, 2016).

Depois de prontos, os biofertilizantes sdo usados diluidos em agua, normalmente
numa concentracéo de 1% a 12% e numa frequéncia variavel dependendo da cultura,
estagio de desenvolvimento e periodo do ano (Silva et al., 2016). Estes biofertilizantes
séo aplicados diretamente ao solo anterior ao plantio ou via pulverizagdes foliares (Wang
et al., 2022).

O uso destes biofermentados se da via inoculagdo em culturas agronémicas (solo

ou sobre culturas agricolas) para gerar ambientes favoraveis ao desenvolvimento das
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plantas (Olle & Williams 2013). A interacdo dos EMs com o ecossistema solo planta
promove antagonismo a patdégenos, fornecimento de nutrientes a partir da decomposi¢ao
de substratos organicos, solo equilibrio da microbiota, aumento da germinagdo das
sementes e crescimento das plantas (Bonfim et al., 2011).

Alvarez-Vera et al., (2019) destacam que a populagdo microbiana nativa da
rizosfera, que estdo adaptadas com as circunstancias locais, tende a aumentar
fundamentalmente devidos as condi¢cdes propicias ao seu desenvolvimento existente na
zona de crescimento das raizes, na qual obtém os nutrientes necessarios ao seu
sustento. De acordo com (Cargnelutti et al., 2021) os EM sao agentes benéficos, tanto
para as plantas quanto para o solo, pois promovem a melhoria da sua qualidade estrutural
e a saude das plantas, de modo a se tornar uma ferramenta indispensavel na
potencializagao da ciclagem de nutrientes e no favorecimento dos processos naturais dos
ecossistemas de uma propriedade. Estes complexos microbianos atuam coletivamente na
transformagdo da matéria organica do solo, contribuindo para a manutengdo da
microbiota, a saude e o equilibrio do ambiente deste solo, ao atuarem na agregacao,
qualidade e sanidade do solo, manutengao dos poros, liberagdo dos nutrientes, fixagao de
nitrogénio e producao de substancias protetoras das plantas (Mares Guia, 2018).

Silva et al., (2020) salientam que a presenca de EM torna o solo mais biodiverso,
tornando plena a capacidade natural de producdo do solo. Com isso, acrescentam a
melhoria no metabolismo das plantas, da capacidade fotossintética, do crescimento
radicular, florescimento, frutificagdo e maturidade de graos e frutos (Andrade, 2020).
Microrganismos que podem coexistir em culturas mistas e sao fisiologicamente
compativeis. Os efeitos positivos de cada uma dessas culturas sdo substancialmente
amplificados quando combinados com o meio ambiente de forma sinérgica (Bajwa, 2005).
O termo “microrganismos efetivos” significa um inoculante microbiano que contém
numerosas variedades de micrébios benéficos que sao encontrados na natureza
(Chrispaul et al., 2010).

Esses compostos bioestimulantes (consoércios) podem desempenhar um papel
potente frente a outros microrganismos benéficos que podem melhorar a fertilidade do
solo, a produtividade das culturas e a qualidade do produto final e atuam na

supressividade de fungos e pragas de importancia agricola.
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5. Material e Métodos

O bioensaio foi realizado no municipio de Pinto Bandeira, Rio Grande do Sul
(Localizagao: 29° 9'44.59"S; 51°26'23.65"0), situado a uma altitude geométrica de 698 m
(SIRGAS 2000), durante o periodo de setembro de 2020 a junho de 2022. O tipo de clima
€ Cfb, de acordo com a classificacdo de Kdppen, indicando um clima subtropical umido de

terras altas com verbes amenos.

5.1 Preparacio da Area de Cultivo e Desenho Experimental

O experimento foi conduzido em area de vinhedos com histérico de presenca de
pérola da terra e com aptiddao para replantio de mudas de Vitis vinifera. As mudas
utilizadas foram da variedade chardonnay enxertadas sobre porta-enxerto paulsen 1103.
Toda a area passou por adequada correcao de fertilidade, a partir de analise quimica
completa de solo segundo (Silva et al., 1999) e recomendagao de corre¢do segundo
estabelecido pelo ROLAS. Foram utilizadas mudas de videiras com raizes nuas, em
plenas condigdes sanitarias. O delineamento experimental utilizado no experimento foi de
blocos ao acaso compostos por 20 mudas, distribuidas em 4 linhas de 5 mudas, conforme
espacamento usual proposto para o vinhedo. A cada bloco foi aplicado o manejo proposto
no bergo das mudas, conforme especificidade para cada tratamento.

As coletas de solo para analise bioldgica dos microrganismos cultivaveis foram
realizadas com apoio de um trado calador, na profundidade 0-20 cm, segundo Silva et al.,
(1999), em abril de 2022. Foram coletadas vinte subamostras nas linhas de plantio para
cada diferente tratamento, totalizando 5 amostras. A segunda amostragem de solo, para
analise metagendmica, foi realizada em setembro de 2022.

Todas as amostras foram acondicionadas em saquinho plastico devidamente
identificado e transportados ao Laboratério de Controle Bioldégico de Doengas de Plantas

do Instituto de Biotecnologia.

5.2 Elaboracdo de produtos “on farm” Foram desenvolvidos os compostos (1)
complexos microbianos e seus metabdlitos — CMM, (2) microrganismos eficientes nativos
(EMN), seguindo a metodologia Sartori & Venturin (2016).

5.2.1 Producgao do biofertilizante tipo EMN on farm
O EMN caseiro foi produzido a partir de microrganismos capturados a partir da

serrapilheira na Mata de Araucaria utilizando arroz cozido (700 g) colocado no solo como
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isca. Apds a captura, o arroz com microrganismos foi acondicionado em uma garrafa
plastica e adicionado melago (200 mL) e agua (1.800 mL), em temperatura ambiente, e

submetido a um processo de fermentagéo natural por cinco dias (Bonfim et al., 2011).

5.2.2 Producao de complexo de microbianos e seus metabélitos — CMM on farm

A formulacdo do biofertilizante CMM envolveu a utilizagdo de materiais locais em
proporgdes especificas (v/v): serrapilheira (50%), farelo de trigo (50%), leite (0,01%),
acucar mascavo (0,01%), e agua até atingir 50% de umidade, seguindo a metodologia
Sartori & Venturin (2016).

5.2.3 Microgeo

O Microgeo (Microgeo Biotecnologia Agricola) € um condicionador biolégico de
solo, que propulsiona o inicio do Processo de Compostagem Liquida Continua (CLC).
Para a elaboracédo deste composto, o mesmo recebe esterco bovino, portanto ao final do
processo deste composto, este apresenta grande diversidade de microrganismos sendo
que 89% de bactérias, cujo os principais filos estdo dentro dos grupos das Actinobacteria,
Bacteroidetes, Cyanobacterias, Firmicutes e Proteobacterias. O Microgeo € um produto
comercial e precisa ser ativado para seu uso. Para tal foi ativado usando 25 kg de

Microgeo, 25 kg de esterco fresco de gado, 2 kg de agucar mascavo e 500 litros de agua.

5.2.4 Fertilizante de mamona

A formulagao do extrato de mamona (JS Adubos Organicos) é produzido a partir de
residuos de sementes de mamona. Foi utilizado 40 kg de fertilizante de mamona em 200
litros de agua por 48 horas, com agitagao trés vezes ao dia. Além das caracteristicas

nutricionais deste produto, este biofertilizante atua no controle de formigas.

5.2.5 Outros Insumos

Outros insumos como hidrogel, Compost Aid e Nem Out também foram utilizados
no manejo de V. vinifera no berco de plantio.

O hidrogel (Formifuu), € um polimero de origem natural ou sintética com grande
capacidade de absorcdo e retengdo de agua. Usado especialmente com auxiliar na
reducao do impacto em estiagens pois quando o solo reduz a disponibilidade de agua, o
gel formado libera agua no solo. O produto usado neste experimento é um polimero

natural, oriundo da celulose, com capacidade de absorver 1 litro de agua a cada 5g do
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produto. Junto com a agua absorve quais outras substancias em solugdo como nutrientes
e microrganismos em meio liquido ou até extratos vegetais e oleosos.

O Compost Aid (Improcrop Do Brasil Ltda.) trata-se de um complexo de
microrganismos e enzimas selecionadas, usado como acelerador de compostagem
atuando sobre a decomposi¢ao da matéria organica e como facilitador da multiplicagéo de
microrganismos. Conforme o fabricante sua composicdo € a base de Lactobacillus
plantarum, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, celulase e amilase.

O produto comercial Nem Aut tem a mesma acédo que o Compost Aid, porém sua
composicao, segundo o fabricante é a base de Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,

Trichoderma longibrachiatum, além de enzimas como celulase, protease e xilanase.

5.3 Caracterizacdo e quantificacao de microrganismos do solo e de biofermentados

em area de vinhedo sob manejo regenerativo

5.3.1 Anadlises microbianas dos organismos cultivaveis

As analises microbiologicas das amostras dos biofertilizantes e solo coletadas
envolveram a determinagao da contagem total de bactérias heterotréficas, actinobactérias
(Ac) e fungos filamentosos (F): 10 gramas de amostras foram diluidas em 90 ml de salina
esterilizada e homogeneizadas por quatro horas em agitador orbital (15 rpm). As amostras
foram imediatamente diluidas em salina nas diluicbes 102 a 10 e plaqueadas. Para
avaliagao de bactérias as amostras foram plagueadas em meio LB contendo 50 mg/L de
natamicina. Para avaliagdo de fungos as amostras foram plaqueadas em meio Batata
Dextrose Agar contendo 50 mg/L de cloranfenicol, 100 mg/L de ampicilina e 50 mg/L de
estreptomicina. As placas bacterianas foram incubadas a 28°C em condigao
microaerofilica, enquanto as placas para fungos foram incubadas a 28°C com fotoperiodo
de 16 horas-luz. As contagens foram realizadas quando as col6nias apresentaram

desenvolvimento compativel para contagem e isolamento (2 a 5 dias).

5.3.2 Identificacdao de microrganismos por sequenciamento genético

A classificagao dos isolados bacterianos (trés isolados de cada morfologia colonial)
foi realizada através da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR- Polymerase Chain
Reaction) e posterior sequenciamento do gene 16S rDNA parcial ou ITS. Os produtos de
PCR foram tratados com as enzimas exonuclease | (0,5 U/uL) e shrimp alcaline
phosphatase (0,05 U/uL) antes do sequenciamento. A reagdo de sequenciamento foi

realizada com o kit BigDye Terminator v3.1 Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific)
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seguindo as recomendagodes do fabricante e adicionando 0,25 uM dos primers forward ou
reverse e aproximadamente 100 ng de produto de PCR purificado. As amostras foram
amplificadas em termociclador, apés as amostras foram purificadas com o BigDye X
Terminator Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), conforme especificado pelo
fabricante e analisadas no sequenciador 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific). Os dados foram coletados pelo programa Data Collection (Thermo Fisher
Scientific). Para a identificagdo dos isolados as sequéncias obtidas foram comparadas
com sequéncias depositadas no banco de dados GenBank (sentidos forward e reverse).
As sequéncias obtidas foram editadas (por meio da comparagao das sequéncias forward
e reverse) utilizando o programa de alinhamento de sequéncias biolégicas BioEdit 7.7
Informer Technologies, Inc. Em seguida, as mesmas foram comparadas com as
sequéncias depositadas no GenBank NCBI (National Institute of Health — NIH) através da
similaridade entre as regides de nucleotideos avaliadas e a significancia estatistica entre

elas por meio do programa nBLAST (Basic Local).

5.3.3. Metagen6mica das amostras

A analise metagenémica foi realizada em duas amostras selecionadas para dados
comparativos: tratamento controle (apenas solo) e amostra T5 (sistema alternativo Il).
Estas amostras foram coletadas dezoito meses apds a amostragem e avaliagdo da
microbiota cultivavel.

Assim, o solo das amostras foi misturado mecanicamente e uma aliquota de 250
mg foi utilizada para extragdo do DNA total. Esta extragado se deu com uso de kits DNeasy
96 PowerSoil Pro Kit, da QIAGEN e posterior analise de sequenciamento pela técnica
dPCR. A partir deste DNA, foram amplificados os genes 16S rRNA (para analise de
bactérias) e ITS (para analise de fungos) por meio da plataforma lllumina MiSeq (lllumina,
Inc., San Diego, USA). As sequéncias genéticas obtidas foram processadas e comparadas
a bancos de dados de fungos e bactérias para a identificacdo e quantificagcdo das
espécies presentes na amostra a partir da Colegcdo Brasileira de Microrganismos de
Ambiente e Industria (CBMAI) da Unicamp e do MicroBioBank da Central de Recursos
Microbianos da Unesp (CRM-UNESP).

Os resultados sao expressao em abundancia relativa (ar) definido pelo percentual.
Sao consideradas relativas por corresponderem a propor¢gao daquele microrganismo
dentre todos do grupo a que ele pertence, sendo, portanto, a quantidade de individuos de
uma espeécie em relagdo ao numero total de individuos de todas as espécies em uma

amostra. A abundancia relativa (em percentual) € considerada significativa quando seus
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valores sdo 3 vezes superiores aos encontrados nos bancos de dados de solos

brasileiros.

5.4 Tratamentos e variaveis analisadas
Foram avaliados os tratamentos:

(T1) Controle, com plantio de mudas sem nenhum insumo biolégico;

(T2) Sistema proposto por empresas produtoras de insumos bioldgicos: Plantio de mudas
com aplicacdo de Trichoderma sp por imersao do sistema radicular em dosagem de 1
ml/litro e aplicagdo de Metarhizium sp + Beauveria bassiana + Paecilomyces
fumosoroseus no ber¢o em dosagem de 1ml/litro de cada. Aplicagéo de um litro por planta

e repetigdo dos 3 mensalmente apds o transplante, por 6 meses.

(T3) Sistema adaptado ao proposto pela Embrapa Uva e Vinho, com plantio de mudas
com aplicagédo de Hidrogel® 5 g/planta + agucar 50 g / L + bioinseticida a base de Neem 2
ml/L, por imersao do sistema radicular. Aplicagao de no ber¢go de Compost Aid® 3 g/planta
+ Nem Out® 3 g/planta + Trichoderma 0,6 m / planta e Microgeo® 1l/planta,

posteriormente aplicacdo mensal por 6 meses;

(T4) Sistema alternativo |. Plantio de mudas com aplicagdo de Trichoderma sp por
imersdo do sistema radicular em dosagem de 1ml/litro e com aplicagdo de Hidrogel®
5g/planta + bioinseticida a base de Neem 2 ml/litro, no bergo de plantio. Aplicagdo no
plantio e apds, nos meses de novembro de 2020, janeiro, margo, setembro e novembro
de 2021, e janeiro e margo de 2022 de multiplicagdo de complexos microbianos e seus

metabdlitos — CMM, 100ml/litro + EMN 10ml/litro, aplicando 1litro por planta

(T5) Sistema alternativo Il. Plantio de mudas com aplicagdo de Trichoderma sp por
imersado do sistema radicular em dosagem de 1ml/litro e com aplicagdo de Hidrogel® 5
g/planta + bioinseticida a base de Neem 2 ml/litro, no bergo de plantio. Aplicagdo no
plantio e apds, nos meses de novembro de 2020, janeiro, margo, setembro e novembro
de 2021, e janeiro e margo de 2022 de multiplicagcdo de complexos microbianos e seus
metabdlitos — CMM, 100ml/litro + Extrato de Torta de Mamona 50 g/litro + Microgeo® 11 /
planta. Associado a aplicagcdo de Metarhizium + Beauveria bassiana + Paecilomyces
fumosoroseus no ber¢o em dosagem de 1ml/litro de cada. Aplicagdo de um litro por planta

e repeticdo dos 3 mensalmente apds o transplante, por 6 meses.

26



Tratamentos [Imers&o de raizes |Inoculagdo no berco de plantio.  |Aplicagdes mensais/periodicas

T - - -

T2 Trichoderma sp Metarhizium sp + Beauveria|Metarhizium sp + Beauveria
bassiana + Paecilomyces | bassiana + Paecilomyces
fumosoroseus fumosoroseus

T3 Hidrogel® +|[ Compost Aid® + Nem Out® +| Compost Aid® + Nem Out® +

agucar + | Trichoderma sp e Microgeo® Trichoderma sp e Microgeo®
bioinseticida

T4 Trichoderma sp +|{CMM + EMN CMM + EMN

Hidrogel®
T5 Trichoderma sp Trichoderma sp + bioinseticida |CMM + Extrato de Mamona +
Microgeo® + Metarhizium +
Beauveria bassiana +
Paecilomyces fumosoroseus

Figura 1. Diferentes tratamentos na avaliagdo da supressividade de Eurhizococcus brasiliensis

5.4.1 Variaveis avaliadas a campo

Foi avaliado o desenvolvimento vegetativo das plantas teste, com medicbes e
contagem de folhas a cada 15 dias até o final do ciclo vegetativo. Para tal foi utilizada a
metodologia proposta por (Borghezan et al., 2011), onde foi selecionado um ramo por
muda e selecionadas 10 mudas por bloco. Nos ramos selecionados foi medido o
comprimento total, estabelecendo a média de crescimento por bloco e apresentado ao
final na forma de curva de crescimento. Foram avaliadas possiveis manifestagcdes de
sintomas visuais de clorose internerval, caracteristica de consequéncia do ataque da
pérola da terra, conforme descrito por (Naves, 2005). Para tanto, nas plantas
selecionadas para a medigdao do desenvolvimento vegetativo, as folhas sintomaticas
foram avaliadas a cada 30 dias. Foi também avaliado a quantidade de cistos de pérola-

da-terra nas plantas junto aos distintos tratamentos.

5.5 Avaliagao da populagao da pérola da terra

A populagdo de cistos da pérola da terra nas raizes das plantas de videira foi
avaliada na segunda quinzena de abril de 2022. Este periodo do ano foi escolhido para
avaliagao, pois os cistos estdo mais desenvolvidos, facilitando a contagem (Teixeira et al.,
2002). No experimento, foram avaliadas dez plantas por repeticao. Para tal procedimento,
as plantas foram arrancadas com pa de corte, sendo retirado um bloco de 20 cm X 20 cm
X 30 cm, onde estava a planta e o maior numero de raizes. As plantas, com a terra, foram
colocadas numa base escura para facilitar a contagem das ninfas da pérola da terra nas

raizes e no solo.
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5.6 Andlise estatistica: A anadlise estatistica sera realizada com auxilio do programa
computacional Sistema para Analise de Variancia SISVAR (Ferreira, 2000). Os resultados
obtidos foram submetidos ao teste de Levene (homocedasticidade) e ao Teste de Shapiro-
Wilk (normalidade dos residuos), seguido de Analise de Varidncia (ANOVA).
Posteriormente, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro utilizando o software AgroEstat® (Brasil).
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6. Resultados e discussao

Os destaques da avaliagdo dos microrganismos cultivaveis das amostras dos
diferentes biofermentados estdo apresentados nas Tabela 1 e 2. Estes resultados exibem
a caracterizagdo dos microrganismos cultivaveis de toda a comunidade microbiana das
diferentes formulacdes e de amostras de solo do vinhedo.

Na identificagdo dos fungos cultivaveis da comunidade microbiana do composto
EMN, observou-se que as colbnias de fungos foram classificadas principalmente pelo
género Mucor. Até o momento, sdo escassos o0s trabalhos sobre investigacdo da
diversidade de microrganismos a partir de biofermentados on farm. (Santos et al., 2020)
identificaram diferentes espécies de fungos, a partir de biofermentados EMN de diferentes
procedéncias, e foram identificados os géneros Candida (98%), Penicillium (2%),

Uwebraunia (2%), Fusarium (1%), Peniophora (1%) e alguns nao foram identificados.

Tabela 1. Numero total e diversidade de espécies de fungos identificadas a partir de
diferentes biofermentados on farm ou produtos comerciais utilizados no manejo da videira
Total UFC/g de amostra

Géneros CMM EMN Solo Solo + Solo +MCM +
2,5x 103 3,5x 10? 13,0 x 104 MCM+EMN Microgeo
10,5 x 104 11,13 x 104

Aureobasidium pullulans - - 1,0x 104 - -
Clonostachys rosea - - 1,0x 103 - -
Fusarium oxysporum - - 2,0 x 10* - 2,5x 104
Fusarium solani - - - 8,5 x 104 -
Mucor circinelloides - 1,0 x 104 - 1,0 x 104 2,0x103
Mucor fragilis - 1,0 x 104 - 1,0 x 104 6,0 x 103
Mucor racemosus - 1,5x 104 3,0 x 104 - 3,0 x 104
Mucor sp. - - - - 5,0 x 104
Trichoderma sp. - - 2,0x 104 - -
N determinado - - 5,0 x 104 - 1,0 x 104

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A partir da metodologia de analise dos microrganismos nao foi isolado nenhum
fungo das amostras de CMM. (Tabela 1). Este dado pode ser justificado devido a
quantidade reduzida ou nula de oxigénio durante o primeiro processo de fermentacao
deste biofertilizante. Deffur et al., (2024), verificaram que a baixa concentragdo de
oxigénio interfere sobre o desenvolvimento de fungos filamentos.

O género Fusarium foi identificado em todos os tratamentos das amostras de solo
(tratamento controle com 2,0 x 10* UFC/g Fusarium oxysporus), tratamento Solo +

CMM+EMN apresentando 8,5 x 10* UFC/g da espécie Fusarium solani e tratamento Solo
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+CMM + Microgeo com 2,5 x 10* UFC/g da espécie Fusarium oxysporus. Apesar do
elevado numero de colénias de F. solani, nenhuma das mudas de videira apresentou
sintomas de fusariose. No tratamento controle (solo) foram identificados fungos
antagbnicos dos géneros Trichoderma sp., Aureobasidium pullulans e Clonostachys
rosea, o que pode justificar a agao supressiva sobre possiveis fungos fitopatogénicos.

Na avaliacdo da diversidade da microbiota fungica do composto caseiro EMN,
foram identificadas espécies de fungos do grupo Zygotorulaspora, como Z. florentina, P.
nakasei, H. uvarum, Mortierella sp., Pichia nakasei, Hanseniaspora uvarum e Mortierella
sp durante processos fermentativos do EMN caseiro. Também foi verificado que espécies
dos géneros Pichia (Fleet, 2003) e Zygotorulaspora (Lencioni et al., 2016) afetam o
crescimento de S. cerevisiae, tanto pela competicdo quanto pela produgao de compostos
inibitorios.

Espécies do género Mucor sdo reconhecidos por produzirem uma ampla gama de
enzimas que lhes conferem a capacidade de degradar a matéria organica a partir de
diferentes biomassas. Este género possui elevado potencial reprodutivo para exploragéao
bem-sucedida em areas com condigdes ricas em nutrientes, até mesmo em estagios
iniciais da sucessao ecoldgica. (Voigt et al., 2016), (Morin-Sardin et al., 2017). Estas
caracteristicas ecoldgicas do género Mucor explicam a prevaléncia desta espécie nas
amostras que receberam tratamentos com Complexos Microbianos e seus Metabdlitos
(CMM), Microrganismos Eficientes Nativos (EMN), Extrato de Torta de Mamona e
Microgeo.

A quantificacdo e identificacido de bactérias podem ser observadas na tabela 2. A
menor quantidade e diversidade de bactérias foi amostrada no biofermentado CMM (2,5x
103 UFC/g), representada pelos géneros Bacillus mycoides e Acinetobacter dispersus.

No biofermentado EMN o nimero de bactérias identificadas foi de 25.5 x 106 UFC/g
representadas principalmente pelo género Lactobacillus lactis (16,0 x 108 UFC/g), seguida
por espécies de Bacillus (Tabela 1). Possivelmente o substrato a base de arroz utilizado
para capturar microrganismos da serrapilheira foi altamente eficiente para selecionar a
elevada quantidade de L. /actis deste ambiente.

Segundo Bonfim et al., (2011) bactérias lacticas sdo comumente encontradas em
ambientes fermentativos de produtos EM comercial. Este dado também corrobora com os
resultados identificados no presente trabalho, com relagdo a quantidade de bactérias
lacticas.

Diering et al., (2022), avaliaram a diversidade da microbiota proveniente da
tecnologia caseira de captura e multiplicagdo de microrganismos nativos eficientes (EMN),

e verificaram maior diversidade microbiana quando comparado ao produto comercial
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EM1®, foram identificadas quatro espécies de fungos e 33 espécies de bactérias nas
amostras do EMN, e no produto comercial EM1 uma espécie de fungo (levedura) e duas
espécies de bactérias lacticas.

Preparacdes de inoculantes caseiros, baseadas em métodos eficientes para
captura microrganismos, podem conter diversas espécies no chamado complexo
microbiano. Por exemplo, (Higa e Wididana, 1991) observaram mais de 80 espécies de 10
géneros diferentes de microrganismos em uma preparagdo de EM. Em trabalhos
realizados no Brasil, ha variacdo na diversidade microbiana dos inoculantes. (Santos et
al., 2020).

Tabela 2. Numero total e diversidade de espécies de bactérias identificadas a partir de
diferentes biofermentados on farm ou produtos comerciais no manejo da videira

Total UFC/g de amostra

Géneros CMM EMN Solo Solo+  Solo +MCM
2,5%x 103 255x 105 13,35x 108 CMM+EMN  + Microgeo
21,7x105 69,35 x 106

Acinetobacter bohemicus/A. kyonggiensis - - - - 4 x 106
Acinetobacter dispersus 1,5x 102 - - 18,5 x 108 -
Acinetobacter johansonii - - - 0,75 x 108 -
Bacillus arybhattai - - 2,0x10* - -
Bacillus horikoshii - - - 0,75 x 10° -
Bacillus megaterium - - 2,5x 108 - -
Bacillus megaterium/B. aryabhattai - - - - 1,5 x 108
Bacillus mycoides/ B. thuringensis - - - 5,0 x 10° 2,5x 108
Bacillus mycoides 2,5x10° 2,5x 108 - - -
Bacillus pumilus - - 8,5 x 108 - -
Bacillus simplex - - - 1,0 x 108 43,0 x 108
Bacillus thuringiensis - 5,5 x 10° - - -
Comamonas sp. - - - - 17,0 x 108
Kuyvera sp. - - - - 1,75 x 108
Lactobacillus lactis - 16,0 x 108 - - -
Microbacterium aerolatum - - - 3,5x10° -
Paenibacillus amylolyticus - - 1,0 x 104 - -

Pseudomonas vancouverensis/P. fluorescens - - - 6,5 x 10° -
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

As analises da composi¢gdo de microrganismos mostram que a microbiota das
diferentes formulagées € dominada por espécies do dominio Bactéria compreendendo
mais de 99% do perfil taxonémico neste grupo. (Guo et al., 2019) relataram a presenca
dos géneros bacterianos mais abundantes, como Flavobacterium, Sphingobacterium,
Bacillus e Methylotenera na fase final da compostagem de residuos.
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Na avaliagao do estagio de maturagao de EMN, fermentagdo do composto pode
inibir bactérias patogénicas e favorecer a sobrevivéncia de bactérias benéficas, em
particular a abundancia relativa de bactérias benéficas. Normalmente o género Bacillus é
uma bactéria dominante na fase termofilica, e esta intimamente associado ao
metabolismo de aminoacidos (Zhang et al., 2018).

E importante enfatizar que nenhuma das amostras analisadas continha géneros
bacterianos patogénicos como Escherichia sp., Klebsiella sp., Salmonella sp. ou
Clostridium sp. Este resultado ressalta a eficacia do processo de fermentagao aerébica e
anaerdébia nas amostras de EMN e CMM. Isto também poderia sugerir a auséncia
potencial de contaminantes biolégicos nos diferentes substratos utilizados (Tabela 1).

Nas amostras de solo foi identificado um valor expressivo de Bacillus pumilus (8.5 x
106 UFC/g). O mesmo é uma bactéria Gram-positiva formadora de esporos, que
comumente ocorre em varios ambientes, incluindo sedimentos de aguas profundas e solo
(Yakovleva et al., 2022; Zhang et al., 2022). Apresenta resisténcia significativa a estresses
ambientais (Nicholson et al., 2000). é classificado como uma bactéria promotora do
crescimento de plantas (De-Bashan et al., 2010; Kaushal et al., 2017). Atua na promogao
de crescimento das plantas, a partir da producédo de auxinas, por exemplo, acido indol-3-
acético e outros metabdlitos (Bessai et al., 2022; Mirskaya et al., 2022). Esta espécie &
utilizada no controle de doengas de plantas, cujo o seu modo de agdo dessa espécie &
baseado em competi¢cdo por nutrientes e espaco, também podendo estimular o sistema
de defesa da planta. B. pumilus age de forma preventiva e busca impedir o progresso da
doenga, principalmente contra o desenvolvimento de oidios, mildios, ferrugens e outros
patdbgenos em cereais, frutiferas, hortalicas e uva (Coping, 2009, Bargabus et al., 2004).

A bactéria Bacillus thuringiensis (5,5 x 10° UFC/g) foi identificada apenas no
complexo microbiolégico de EMN. Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-
positiva, aerobia, em forma de bastonete e esporulante que foi isolado em uma grande
diversidade de ecossistemas, incluindo solo, agua, e insetos mortos. As cepas Bt
produzem uma grande variedade de proteinas ativas com atividade inseticida. Isso fez
com que os produtos a base de Bt se tornassem os inseticidas biolégicos mais vendidos
no mundo (Palma et al., 2014).

Uma quantidade representativa de Bacillus simplex (43 x 108 UFC/g) foi isolada de
amostras de Solo +CMM + Microgeo. B. simplex € uma bactéria Gram-positiva, em forma
de bastonete, mével e formadora de esporos que vive no solo. As células em crescimento
formam uma formacdo semelhante a uma cadeia e estruturas adormecidas chamadas
enddsporos (esporos). Filogeneticamente € mais semelhante a B. megaterium e B.

muralis (Liu et al., 2016), ambos os quais podem ser isolados globalmente do solo.
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Observou-se que B. simplex possui propriedades de promogao do crescimento de plantas
(Al-Sman et al., 2019 e Hansen et al., 2020).

O género Comamonas sp. (17 x 108 UFC/g) foi isolada do tratamento Solo +CMM +
Microgeo. Estas bactérias sdo bacilos Gram-negativos nao fermentadores. O habitat
natural destas bactérias € o solo, aguas residuais/lodos, agua doce, como lagoas e rios, e
0 microbioma intestinal animal. Eles também foram isolados de ambientes industriais,
como lodo ativado e solo poluido. Comamonas spp. estdao associados a biorremediagcao
ambiental e sdo considerados uma bactéria ambiental importante (Ryan et al., 2022).

A maior quantidade de bactérias identificadas em amostras de Solo + CMM+EMN
corresponde a Acinetobacter dispersus (18,5 x 108 UFC/g). A. dispersus pertence a classe
proteobactéria, e compreende bactérias saprofitas Gram-negativas, aerdbias, crescem em
distintos ambientes, necessitando de poucas condi¢bes para seu crescimento, ja que
utiliza uma larga variedade de substratos como fontes de carbono. A maioria das espécies
de Acinetobacter sado onipresentes no meio ambiente (solo, agua, lodos, sementes,
plantas, varias espécies de animais), (Nemec et al., 2015, Rooney et al., 2016, Meier-
Kolthoff et al., 2022).

A prevaléncia de Bacillus simplex e Comamonas sp ocorreu apenas nas amostras
de solo que receberam os compostos MCM, Microgeo®, Hidrogel e Extrato de Torta de
Mamona. Este resultado pode estar envolvido devido a elevada quantidade de complexos
microbianos. Sugere-se que a introducdo de uma fonte adicional de biomassa teve um
efeito estimulante sobre o numero de microrganismos do solo caracterizados pela
capacidade de decompor organicos complexos.

A maior diversidade do género Bacillus foi identificada nas distintas amostras de
solo. Segundo Mehta et al., (2014), microrganismos associados a produtos compostados
sao frequentemente encontrados na camada superficial do solo e, normalmente a maioria
das bactérias e fungos do composto sao detectados apds incorporagao no solo (Luo et al.,
2022). O género Bacillus, também pertencente ao filo Firmicutes, € muito bem estudado
pelo efeito benéfico no crescimento das plantas e pelo antagonismo a espécies
fitopatogénicas, além de produzir acidos orgénicos e hormdnios vegetais (Kumar et al.
2012).
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Figura 2. Diversidade de géneros de bactérias identificadas nos diferentes tratamentos. Microrganismos

+Eficientes (EM), multiplicagdo de complexos microbianos e seus metabolitos (CMM=FC), Solo (S), SEF= Solo +
EMN+CMM, SFM= Solo +CMM + Microgeo

Os principais grupos identificados nas amostras de EMN (EM), CMM (FC), solo,
SEF e SFM (Microgeo) estdo representados principalmente pelos filos Firmicutes,
Proteobacteria, seguidos por Mycobacterium e Pseudomonadota dentre outros. No filo
Firmicutes foram identificados os géneros Bacillus, Lactobacillus e Paenibacillus. (Figura
1). Segundo os resultados obtidos por Gaggia et al, (2013) na avaliagdo via
sequenciamento do EM+1® em que foram identificadas cepas de Lactobacillus. Essas
bactérias lacticas sdo comumente encontradas nos produtos comerciais de EM, e sdo
habituais de ambientes fermentativos.

Também foram identificados os géneros Pseudomonas, Acinetobacter e
Comamonas, representantes do Filo Proteobacteria, seguidos pelo género
Mycobacterium — Filo Actinomycetota e Kluyvera Filo Pseudomonadota.

Na amostra solo manejado com complexos microbianos e seus metabdlitos e
microrganismos eficientes nativos, foi identificado principalmente o género Acinetobacter.
Segundo Muleshkova et al., (2024), as bactérias do género Acinetobacter possuem alta
adaptabilidade aos diferentes nichos ecoldgicos, sdo amplamente distribuidos em varios
ambientes, incluindo solos férteis e nao férteis, agua doce, residuos solidos dentre outros
substratos, além de laticinios. Carvalheira et al., (2017), Valizade et al., (2014). Esta

caracteristica pode explicar a elevada quantidade deste género identificado no presente
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trabalho. Espécies do género Acinetobacter também s&o reconhecidas como
solubilizadoras de fosfato (Ogut & Kandemir 2010), promotores do crescimento das
plantas Kour et al., (2023), responsaveis pelo processo de fermentacado (Sanlier et al.,
2019). E segundo Yin et al., (2024), o género Acinetobacter, possui bactérias dominantes
na fase de fermentacao aerdbica.

Mendes & Reis Junior (2003) verificaram que bactérias lacticas, como o género
Lactobacillus presente em NEM e EM1® comercial, atuam como solubilizadores de
fésforo e que P favorece o crescimento de diversos microrganismos. Este resultado pode
explicar o numero expressivo do género Bacillus identificado nas diferentes amostras
deste trabalho.

A mudanc¢a da composi¢ao da microbiota do solo foi favorecida de maneira positiva
a partir do uso de complexos microbianos. Isto leva a um favorecimento sobre a
resiliéncia, dos microrganismos nativos do solo, especialmente em solos argilosos e solos
com alta diversidade microbiana e conteudo de matéria organica (Mayer et al., 2010;
Messiha et al., 2007).

As actinobactérias sao conhecidas pela capacidade de produzir uma grande
variedade de enzimas extracelulares, proteinas e fitohorménios (Barka et al., 2015).
Dentro do filo Actinobacteria, os membros da ordem Actinomycetales sdo importantes
produtores de antibidticos (Barka et al., 2015).

O filo Proteobacteria, incluindo a ordem Burkholderiales, é formado por bactérias
promissoras ao setor agricola pela capacidade de produzir reguladores de crescimento,
sideroforos e exoheteropolissacarideo (Ring et al., 2016). Neste estudo encontramos
bactérias da familia Pseudomonadaceae, filo Proteobacteria, importantes no controle
bioldgico e na producgéo de AlA (Dharni et al., 2014).

Assim, a producao de preparados a base de EMN ou CMM por meio da tecnologia
caseira, ndo permite que seja exercido uma captura totalmente eficiente da diversidade de
organismos que se deseja multiplicar, além do que, a diversidade de microrganismos do
produto final vai depender das caracteristicas do local de captura e dos cuidados no
momento da selegdo das coldnias a serem multiplicadas. Muito embora sejam seguidas
as recomendacdes técnicas a respeito das praticas de captura e multiplicacédo de EM por
meio da tecnologia caseira, € comum constatar-se significativas diferencas na diversidade
de espécies de microrganismos presentes em inoculantes caseiros oriundos de diferentes
localidades.

Por meio da avaliacéo criteriosa do indice de Simpson foi possivel determinar e
quantificar a diversidade dos ecossistemas avaliados, verificando que a amostra SFM

possuiu a maior diversidade de microrganismos cultivaveis (0,447). De forma similar o
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indice de diversidade de Shannon mostrou que o substrato SFM possui a maior
diversidade de microrganismos cultivaveis entre as amostras avaliadas (0,778), enquanto
a amostra que continha somente solo apresentou a menor diversidade (0,006). Segundo a
avaliagao da equabilidade de Pielou para determinar a uniformidade da diversidade dos
microrganismos cultivaveis, o presente estudo mostrou maior uniformidade (90,6%) na
amostra ENM e menor uniformidade na amostra contendo somente solo (0,9%). (Tabela
3).

Tabela 3: indice de diversidade dos microrganismos cultivaveis. EMN= Microrganismos
eficientes nativos. CMM= Complexos microbianos e seus metabdlitos (fermento crioulo).
S= Solo. SEF= Solo + EMN + CMM. SFM= Solo + CMM + Microgeo.

Simpson (1-D) Shannon (H’) Equibilidade de Pielou (J)

EMN 0,436 0,628 0,906
CMM 0,107 0,218 0,314

S 0,002 0,006 0,009
SEF 0,209 0,454 0,327
SFM 0,447 0,778 0,483

Assim, a reducgao da diversidade no ecossistema da amostra contendo somente o
solo foi mostrada pelos indices de Simpsom e Shannon, além da menor uniformidade
apresentado pela equabilidade de Pielou (indice derivado do Shannon). Além disso,
nestes indices, prevalece a avaliagdo em consideragao ao numero de espécies e também
as espécies dominantes, o que nos mostra a maior diversidade em substratos como SFM
e EMN.

Os resultados das analises metagenémicas estdo apresentados na Tabela 4. Os
mesmos representam os resultados de amostras de solo (tratamento controle) e
tratamento T5, que recebeu uma diversidade de complexos nutricionais e microbianos, e
nao foram identificadas folhas com sintomas de doenca nas mudas de Vitis vinifera.
Dessa maneira, esse foi o principal motivo para a escolha dessas amostras para a analise
de sequenciamento genético.

Cabe ressaltar que foram identificadas sequéncias genéticas de organismos
relacionados ao biocontrole de pragas nessa amostra controle com agao fungicida e

bactericida, como pode ser visto na Tabela 4.
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Tabela 4. Abundancia relativa dos principais microrganismos
sequenciamento genético do tratamento controle e TS5

identificados via

Solo T5
Bactérias fixadoras de nitrogénio
Rhodomicrobium sp P° - 0,81
Hyphomicrobium zavarzinii P - 0,70
Clostridium sp P° 0,63 0,63
Bradyrhizobium sp " "Pf 0,55 0,55
Hyphomicrobium sp ¢ - 0,46
Microvirga sp - 0,35
Paenibacillus sp - 0,21
Rhizobium sp - 0,10
Bactérias solubilizadoras de nutrientes
Streptomyces sp - 1,55
Priestia sp 1,02 1,02
Micromonospora sp 0,91 0,91
Bradyrhizobium sp "°f 0,55 0,56
Streptomyces griseocarneus - 0,35
Fungos solubilizadoras de nutrientes
Aspergillus sp 2,26 2,26
Mortierella capitata 2,16 2,16
Mortierella elongata 1,01 1,01
Penicillium menonorum - 0,48
Trichoderma sp 0,19 0,19
Bactérias produtoras de sideréforos
Mycobacterium sp’® 0,68 0,58
Fungos produtores de sideréforos
Rhizopus arrhizus " 6,25 6,25
Aspergillus sp "°f - 2,26
Mortierella capitata " - 2,16
Mortierella elongata " - 1,01
Trichoderma sp 0,19 0,19
Bactérias promotoras de crescimento
Nocardioides sp - 1,86
Streptomyces sp ' 1,55 1,55
Nocardioides cynanchi - 1,14
Priestia sp - 1,02
Micromonospora sp - 0,91
Rhodomicrobium sp P° - 0,81
Hyphomicrobium zavarzinii 0,70 -
Clostridium sp 0,63 -
Bradyrhizobium sp’f 0,55 -
Hyphomicrobium sp 0,46 -
Streptomyces griseuscarneus 0,35 -
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Fungos promotores de crescimento

Chaetomium sp 7,42 7,42
Mortierella capitata "' 2,16 2,16
Mortierella elongata " 1,01 1,01
Bactérias com atividade de biocontrole

Nocardioides sp 1,86 1,86
Streptomyces sp - 1,55
Nocardioides cynanchi 1,14 1,14
Micromonospora sp 0,91 0,91
Clostridium sp ¢ 0,63 0,63
Fungos com atividade de biocontrole

Chaetomium sp 7,42 7,42
Aspergillus sp " 2,26 2,26
Mortierella capitata " 2,16 -
Cladosporium sphaerospermum 1,08 1,08
Mortierella elongata " 1,01 -
Phialophora cyclaminis - 0,47
Fungos fitopatogénicos

Fusarium oxysporum 7,1 -
Fusarium sp 5,72 -
Gibellulopsis pisci 5,24 -
Cladosporium sphaerospermum 1,08

Nigrospora sp - 1.08
Nigrospora oryzae - 0,55

*pc= promotores de crescimento, pf= produtores de fitormbnios

Assim, apesar de a amostra controle ndo ter contaminagcdao, o sequenciamento
genético (16S rDNA e ITS) determinou a presenga de 38 géneros de microrganismos
considerados patogénicos. Destes, os mais abundantes no controle, foram: |- Fusarium sp
(abundancia relativa (ar)=5,72*) que causa a fusariose em diversas culturas e IlI-
Gibellulopsis piscis (ar=4,24*) causador da murcha de Verticillium em muitas cultivares.
Enquanto a amostra T5 identificou por meio do sequenciamento genético apenas 17
géneros de microrganismos fitopatogénicos € nenhum com abundancia estatistica
consideravel quando comparada ao valor médio para a espécie no banco de dados. Este
fato nos remete aos dados da identificagdo microbiolégica e filogenética deste estudo,
onde foi possivel determinar que a amostra T5 possui atividade supressiva a organismos
fitopatogénicos. O * se refere a resultados especificos para a amostra e com abundancia
relativa consideravel (acima de 3).

Como era esperado, a amostra controle apresentou uma variedade de bactérias

benéficas para a saude da planta. Muitas delas sao fixadoras de nitrogénio atmosférico,

38



facilitando a absorgéo de nutrientes da planta diretamente do solo pelas raizes. Destas, a
mais prevalente em comparacdo com amostra de solo sem contaminacdo foi a
Clostridium sp (ar=0,63*). Além disso, o sequenciamento determinou que a amostra T5
também contou com muitos microrganismos fixadores de nitrogénio atmosférico e de
forma mais prevalente que o controle. Os mais abundantes na avaliagdo em comparacgao
com o banco de dados foram: |- Clostridium sp (ar=0,63*), Il- Hyphomicrobium zavarzinii
(ar=0,70%) e lll- Rhodomicrobium sp (ar=0,81*). Esses dados sao corroborados por outros
estudos onde também foram determinados que a presenga de complexos microbianos no
solo e na cultura permitem maior fixacdo de nitrogénio atmosférico e fésforo, aumentando
os nutrientes para a planta (Hu and Qui 2013)

Além disso, também foram encontrados microrganismos solubilizadores de
nutrientes no solo, em especial Mortierella capitata, no controle e na amostra TS com a
mesma abundéancia relativa para ambas (ar=2,16*). Também foram encontrados na
amostra controle, bactérias e fungos produtores de sideréforos (disponibilizagdo de ions
metalicos para a planta), com destaque para o fungo Rhizopus arrhizus (ar=6,25%). O
mesmo resultado foi estipulado para o T5, porém com a presenca do fungo produtor de
sideroforo M. capitata (ar=2,16*) e R. arrhizus (ar=6,25%). Tais dados corroboram com
outras pesquisas que determinam que certos microrganismos podem auxiliar para a
obtencdo de condigdes com elevados nutrientes para as plantas, mesmos em estagios
iniciais de sucessdo ecoldgica da degradagcao de matéria organica, como ocorre no
sistema alternativo Il (T5) (Voigt et al., 2016, Morin-Sardin et al., 2017).

Além disso e de forma muito importante, encontrou-se no tratamento controle, por
meio dos dados de ITS e do sequenciamento génico, microrganismos promotores de
crescimento que auxiliam na modulagdo hormonal, defesa contra patégenos e
disponibilizagdo de nutrientes, como o Clostridium sp, H. zavarzinii, Chaetomium sp e
Mortierella capitata (ar=0,63*, ar=0,70%, ar=7,42* e ar=2,16", respectivamente), bem como
alguns produtores de fitohorménios (R. arrhizus ar=6,25* e M. capitata ar=2,16*). Estes
dados também sao relatados em outros trabalhos (Bianco, 2024; Conners et al., 2024).

Na amostra T5 também foi possivel verificar microrganismos promotores de
crescimento: Clostridium sp, H. zavarzinii, M. capitata, Nocardioides cynanchi,
Rhodomicrobium sp, Chaetomium sp (ar=0,63%, ar=0,70*, ar=2,16*, ar=1,14*, ar=0,81%,
ar=7,42*, respectivamente). E importante definir que os 3 primeiros microrganismos
listados sao encontrados em ambas as amostras avaliadas no estudo (controle e T5),
porém o TS5 possui maior quantidade de microrganismos benéficos para a cultivar,
definindo que o sistema alternativo pode cooperar para aumentar a saude da planta e o

rendimento do plantio, possuindo maior atividade supressiva a fungos patogénicos.
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Outros estudos determinaram que o uso de sistemas alternativos com biocompostos e
microrganismos em cultivares provocam mudangas positivas e aceleram a decomposi¢cao
da matéria organica, facilitando a absor¢cdo dos nutrientes e inibindo o crescimento de
patdogenos nocivos, além de auxiliarem na decomposi¢cao de substancias toxicas para as
plantas, tornando o solo um ambiente favoravel para o cultivo (Li et al., 2024).

Assim, pode-se determinar que a amostra do sistema alternativo Il, com a presenca
de Trichoderma sp e complexos microbianos e seus metabdlitos apresentou menor
abundancia relativa de patdogenos e contaminagdo e maior abundéancia relativa de
microrganismos benéficos para o solo e a planta. Definindo assim, ser um tratamento
eficaz como promotor de crescimento da planta e agdo contra patégenos. Assim como
nosso estudo, em pesquisa avaliando cultivar de beterraba por meio do biofertilizante do
tipo Bokashi também foi identificada abundéancia relativa elevada de microrganismos
promotores de crescimento da planta (Kruker et al., 2023).

Varias bactérias conferem caracteristicas multifuncionais como promotoras de
crescimento, fixadoras de nitrogénio, solubilizadoras de nutrientes. (Bianco, 2024;
Conners et al., 2024, Goémez-Godinez et al., 2023). Da mesma forma, neste trabalho
também foram verificados fungos que apresentam atributos multifuncionais Li et al., 2023,
Shi et al., 2024).

Os dados referentes ao desenvolvimento dos ramos, numero de folhas, sintomas
de doencas, e numero de cistos de Eurhizococcus brasiliensis estdo mostrados nas
tabelas 5 a tabela 8.

Verificou-se um maior comprimento de ramos nos tratamentos T3, T4 e T5. Nestes
tratamentos ocorreu uma maior suplementacdo de matéria organica e complexos

microbianos quanto comparados aos tratamentos T2 e T1.

Tabela 5 — Comprimento de ramos de videira apds diferentes formas de manejo. Periodo
2020/2022

Comprimento de ramo (cm) - Vitis vinifera cultivar chardonnay

Tratamento 12/20 03/21 12/21 03/22
T1 213+31d  417+81d  48.7+29c 68,546,6 d
T2 27.8439¢c  795+85c  515+46bc  98,3+6,0c
T3 352+440b 106,5+11,8b 515+48bc  1857+10,12b
T4 40,0£2,8ab  109,2486b 56,3+46ab  216,8+10.4 a
T5 420+3,0a  1283+94a  60,1#42a  2350+103,a
Valor F 38.83 77,48 7.10 62,90
Valor-p <0,0001 <0,0001 0,0006 <0,0001
CV' (%) 10,19 10,04 7.84 14,13

' — CV: coeficiente de variagdo. Médias em colunas seguidas de mesma letra nio diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade de erro.
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Resultados semelhantes ao comprimento de ramos foram observados nas

avaliagdes quanto ao numero total de folhas de videira (Tabela 6).

Tabela 6 — Numero total de folhas de videira apds diferentes formas de manejo. Periodo

2020/2022

Tratamento Numero total de folhas - Vitis vinifera cultivar chardonnay
12/20 03/21 12/21 03/22

T1 5,0+0,6 b 11,5£1,8 b 6,5+1,0 ab 9,8+0,8 c

T2 7,7t1,0 a 17,311,0 a 5,7£0,8 b 11,2+1,7 b

T3 7,5t1,0 a 17,716 a 6,7+£0,8 ab 22,2+3,0 a

T4 7,5t1,0 a 16,7£1,9 a 7,0£0,6 ab 21,8421 a

T5 8,0+1,3 a 16,7¢1,5a 7,5+0,5 a 23,5+2,3 a
Valor F 8,34 15,33 4,39 58,24

Valor-p 0,0002 <0,0001 0,0080 <0,0001

CV' (%) 14,39 9,93 11,87 12,00

' — CV: coeficiente de variagdo. Médias em colunas seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade de erro.

Foi possivel verificar resultados favoraveis quanto a suplementagao dos diferentes
compostos de microrganismos sobre o desenvolvimento de Vitis vinifera e também acerca
da supressividade de cistos de E. brasiliensis. (Tabelas 1, 2 e 8)

O maior comprimento de ramos e numero de folhas podem ser atribuidas a
presenca de compostos bioativos e a uma mistura equilibrada de macro e micronutrientes
presentes nas formulagdes utilizadas. A introdugdo de comunidades de microrganismos
exogenos no solo através dos compostos organicos utilizados neste trabalho, podem ter
atuado de maneira positiva no aumento da taxa de produgdo de &acidos organicos,
fitohormbnios e enzimas extracelulares dentro do sistema. Além disso, pode ter
influenciado diretamente a ciclagem da matéria organica, fornecendo assim nutrientes
essenciais a planta e a biomassa microbiana. Segundo Egamberdieva et al., (2017), o
complexo microbiano e diversidade de metabdlitos indicam que os nutrientes presentes
no substrato e na matéria organica sao utilizados pelos microrganismos, e a medida que
esses microrganismos morrem, os nutrientes que assimilaram s&do gradualmente liberados
no meio ambiente, tornando-se assim disponiveis para absor¢cdo e promovendo o
aumento de biomassa fotossintetizante na planta.

Apesar do uso do EMN, CMM e outros compostos serem baseados na atividade
das células microbianas vivas, e ndo somente na composi¢ao nutricional dos mesmos, a
aplicacao destes pode afetar o conteudo de diversos elementos e compostos quimicos no
solo. No estudo de Hu e Qi (2013) no uso de composto com adigdo de EM levou a um
aumento no teor de matéria organica, nitrogénio total e formas disponiveis de fosforo e
potassio, em comparagao ao solo de parcelas fertilizadas com composto tradicional. Esse

fendmeno pode ser decorrente da atividade de microrganismos contidos no preparo, que
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aceleraram a decomposi¢cao dos compostos organicos e a liberacdo de nutrientes do solo.
Isto pode justificar o maior comprimento de ramos (Tabela 3), numero de plantas sadias
(vivas) e atividade supressiva contra fungos patogénicos.

Segundo Pragana et al., (2012) EMN, além de conter maior diversidade de
microrganismos, também pode beneficiar a diversidade de outros organismos do solo,
permitindo maior disponibilidade de nutrientes da cobertura vegetal para as plantas. E
essencial manter a composigao microbiana e o material vegetal, principalmente durante o
crescimento vegetativo.

A avaliagdo de microrganismos eficientes (EM), no manejo de culturas agricolas
tem sido relatada. Segundo Pugas et al., (2013), o incremento de microrganismos
eficientes junto ao solo contribui significativamente para o aumento da diversidade
microbioloégica, atuando como indutores da decomposicdo da matéria orgéanica e por
consequéncia na disponibilizagdo dos nutrientes as plantas, tornando estas mais
resistentes ao ataque de patdgenos, os quais poderiam comprometer a produtividade da
cultura. De modo geral, a utilizacdo de EM favorece e beneficia os agricultores e o cultivo
de diversas culturas, dentre as quais, Calero-Hurtado et al., (2019) destacam estudos com
hortalicas, milho e feijao.

EMs podem degradar e fomentar o processo d fermentagdo da porgédo organica,
transformando-a num humus contendo nutrientes e liberando compostos que promovem o
crescimento das plantas Através do sistema radicular, esses microrganismos fornecem as
plantas horménios, nutrientes e minerais em uma forma que possam ser utilizados. Além
disso, eles auxiliam na estruturagédo do solo, permitindo reter nutrientes e umidade Kengo,
Xu (2000). A producao agricola é significativamente influenciada pelas condi¢des do solo,
refletindo uma complexa rede de interagdes bioldgicas, quimicas e fisicas alimentadas por
microrganismos.

EM geralmente consistem em bactérias lacticas, leveduras, actinomicetos, e fungos
fermentadores. Os EMs melhoram a estrutura do solo, aumentam a sua fertilidade,
aumentam drasticamente a diversidade bioldgica, suprimem os agentes patogénicos
transmitidos pelo solo, melhoram a qualidade do solo, aumentam os minerais benéficos
nos compostos organicos e aumentam o vigor das plantas Joshi et al., (2019)

Em geral, a aplicagdo de EMs comercial, melhora as caracteristicas fisicas e
quimicas do solo e promove o desenvolvimento e a eficacia de microrganismos
simbidticos, como rizdbios fixadores de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares
Javaid (2009).

O maior numero de folhas com sintomas de doenga ocorreu de maneira mais

expressiva no tratamento testemunha. Em contrapartida, no tratamento T5, que recebeu
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uma diversidade de complexos nutricionais e microbianos, nao foram identificadas folhas

com sintomas de doenca (Tabela 7).

Tabela 7 — Numero de folhas com sintomas de doengas a partir de diferentes formas de
manejo. Periodo 2020/2022
Numero de folhas doentes - Vitis vinifera cultivar chardonnay

Tratamento 12/20 03/21 12/21 03/22

1 0,30 1 48+1.0a 35205 a 6208 a
T2 0.0£0.0 37408 a 1.0£0.9 b 33305 b
T3 0.0£0.0 10+1.0 b 03:08b 20421 bc
T4 0.0£0.0 03308 b 02+04b  15%1.8bc
T5 0.00.0 0.020.0 b 0.0£0.0 b 0,040.0 ¢

Valor F 250 NS 39,81 32,54 18,54

Valor-p 0.0681 <0,0001 <0,0001 <0,0001

CV' (%) 46 41 42,54 62.18 50,83

1 — CV: coeficiente de variagdo. NS — Nao significativo. Médias em colunas seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade de erro.

Segundo Younas et al., (2022), as bactérias lacticas melhoram a absorgao de
determinados nutrientes e a resisténcia a doencas em plantas s&o garantidos com EM. A
matéria organica é mais eficaz como fertilizante quando é tratada com EM,
microrganismos benéficos introduzidos nos solos e plantas através do seu uso. Este
resultado corrobora sobre o maior desenvolvimento das folhas e ramos, e sobre a
atividade supressiva a doencas neste experimento com Vitis vinifera.

De acordo com Breza-Boruta et al., (2023), a adicdo de microrganismos benéficos
e naturais sdo consideradas uma alternativa segura aos pesticidas e fertilizantes
tradicionalmente utilizados, promovendo a estrutura e o funcionamento do ecossistema do
solo e planta. Segundo Abd EI-Mageed et al, (2022), o EM comercial, quando
adicionados ao solo ou aplicados diretamente na superficie das plantas, melhoram a
estrutura, a fertilidade e a saude do solo, estimulam os processos de transformagao da
mateéria organica e outros nutrientes e promovem o crescimento das plantas

Segundo Madigan et al., (2019), Gao et al., (2023), o processo de fermentagéo
também pode ser caracterizado pelo acumulo de acidos graxos (como acidos acéticos).
Este processo ocorre por microrganismos fermentadores como Lactobacillus spp.), e
segundo Iriti et al., (2019) o género Lactobacillus tem a capacidade de controlar o
desenvolvimento de determinados fungos e espécies bacterianas aerébicas. No presente
trabalho, um dos géneros mais expressivos que foi identificado foram espécies de
Lactobacillus, o que pode ter contribuido para a supressividade de doengas na cultura da
videira. (Tabela 2, Figura 3)

A utilizacdo de comunidades microbianas através dos biofertilizante CMM, EMN e

outros complexos microbianos, quando aplicado ao solo, podem efetivamente estimular o
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crescimento das plantas e ter influenciado de maneira positiva sobre outras populagcées
microbioldgicas, incluindo atividade supressiva a fungos fitopatogénicos. Segundo Hayat
et al., (2010), Filipp et al., (2009), esses complexos microbianos tém multiplas fungdes no
apoio ao desenvolvimento das plantas e sao reconhecidos como probiéticos de plantas ou
microrganismos promotores de crescimento. Esses mecanismos abrangem diversas
agdes, como a capacidade de bactérias e fungos especificos de facilitar a absor¢ao de
nutrientes pelas plantas. Isso ocorre através de processos como a solubilizagcdo de
nutrientes (por exemplo, bactérias solubilizadoras de P e K, bactérias solubilizadoras de
Zn) e fixagdo de nitrogénio (Jacoby et al., 2017), (Khan & Malik, 2021) a sintese de
fitohormbnios e a produgcdo de compostos com propriedades antipatogénicas, que
melhoram os sistemas de defesa das plantas contra fitopatdgenos (Egamberdieva et al.,
2017).

Tabela 8 — Numero de cistos de E. brasiliensis e porcentagem de plantas mortas em
videiras tratadas com diferentes formas de manejo. Periodo 2022

Tratamento Numero de cistos Plantas mortas (%)
T1 35,716,7 a 66,7
T2 25,5140 b 33,3
T3 9,016,5c 16,7
T4 4,2+2,0 cd 0,0
T5 0,0+0,0d 0,0
Valor F 63,62 11,25
Valor-p <0,0001 0,0239
CV (%) 31,25 -

" - valor-p inferior a 0,05 indicam que ha diferenga estatistica significativa entre as porcentagens de
mortalidade em relacdo a testemunha (T1) pelo teste qui-quadrado a 5 % de probabilidade de erro. Médias
em coluna (numero de cistos) seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5 % de probabilidade de erro.

A redugcdo do numero de cistos foi observada principalmente no tratamento T3,
sendo que nos tratamentos T4 e T5 n&o foram identificados a presenga de cistos de E.
brasiliensis. Sugere-se um efeito supressivo dos diferentes complexos microbianos destes
bioinsumos sobre o desenvolvimento de E. brasiliensis.

A literatura tem mostrado o uso do chamado EM no manejo da cultura em pepinos
cultivados organicamente diminuiu a infestacdo por Diaphania nitidalis. Golec et al.,
(2007). Devido a comportamentos competitivos e/ou antagénicos dos micrébios contidos

no inoculante EM, doencgas e pragas sao reduzidas ou controladas Olle & Williams (2013).

Com base em Siegel et al., (1990) e Abdullah et al., (2011). EMs incluem bactérias
lacticas, bactérias fotossintéticas, leveduras, actinomicetos e fungos fermentadores, que

foram relatados como indutores de crescimento de plantas Zayed et al., (2022), Fincheira
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& Quiroz (2018). O efeito dos EMs em diferentes concentragbes na porcentagem de

reducdo do numero de ovos depositados/fémea de S. littoralis.

A literatura tem apresentado resultados com relagdo a captura de microrganismos
do solo, e/ou da serrapilheira disponiveis in situ, multiplicacdo deste consorcio e seus
protagonistas para manejo cultural de doencas ou pragas agricolas. Caetano (2020).
Estes microrganismos podem ser multiplicados e suplementados ao sistema visando o
aumento da diversidade microbiana, de metabdlitos, ou enzimas por estes produzidos. A
suplementacao de microrganismos pode atuar de maneira positiva no ambiente agricola
(Caetano, 2020), (Sousa et al., 2020), (Silva et al., 2020), (Andrade, 2020), (Husson et al.,
2021). Estes resultados corroboram com o presente trabalho, pois foi possivel verificar
que a inoculagdo de microrganismos benéficos pode potencializar a ecologia do solo,
promovendo significativamente o0 desenvolvimento das videiras, ampliando as
caracteristicas de supressividade a doengas.

De acordo com Avila et al., (2021), as diferentes espécies que integram o grupo
dos microrganismos eficientes produzem acidos orgéanicos, horménios vegetais
(giberelinas, auxinas e citocininas), além de vitaminas, antibidticos e polissacarideos, tais
produtos influenciam positivamente no desenvolvimento das plantas de forma direta ou
indireta.

E segundo, Ram et al., (2022), os consorcios microbianos, que compreendem duas
ou mais espécies microbianas vivendo juntas, interferem de maneira positiva junto as
interacdes bidticas e abidticas com as plantas, e esses consorcios muitas vezes, atuam
dentro de interagcdes simbidticas favorecendo as multiplas fungdes ecoldgicas desta
diversidade de microrganismos.

Podemos sugerir que a diversidade de microrganismos presentes nos compostos
microbianos EMN, CMM e outros produtos utilizados no presente trabalho para manejo da
videira e supressao da pérola da terra, agem como probidticos junto ao sistema radicular
e solos coexistindo com outros fungos e bactérias uteis. Segundo Hu e Qi, (2013), a
producdo de 4&cidos organicos, assim como as bacteriocinas, sdo poderosos
controladores de patdgenos de solo. As bacteriocinas, podem ser combinadas com agua
e fertilizante podem ser aplicadas no solo ou pulverizadas nas plantas em qualquer
momento durante todo o ciclo de crescimento (Iriti et al., 2019).

Sao muitos os beneficios trazidos pelos biofertilizantes ao solo e as plantas
cultivadas: aumento na atividade microbiana do solo; fornecimento equilibrado dos
elementos essenciais as plantas superiores; aumento da resisténcia a estresses
ambientais, pragas e doengas; melhoria do desenvolvimento vegetal em todas as suas

etapas e aumento da producdo em quantidade e qualidade. Além disso, ele € um produto
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organico, nao proveniente de energia féssil e que ndo causa impacto ao meio ambiente
(Sousa et al., 2017; Cardoso et al.,2020; Abdelhafez et al., 2021; Yang et al., 2022).

Esse consoércio de microrganismos e seus metabdlicos podem desempenhar um
papel potente fonte de microrganismos benéficos que podem melhorar a fertilidade do
solo, a produtividade das culturas e a qualidade do produto final. biofermentados on farm
sdo uma estratégia de baixo e atuam na supressividade de organismos fitopatogénicos.
Estas praticas podem ser vistas como “solu¢cdes baseadas na natureza”, e podem
também ser tratadas como tecnologias sociais utilizadas principalmente por pequenos

agricultores familiares.
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7. Conclusoes

A maior diversidade de microrganismos foi identificada nos tratamentos
representados por produtos fermentados e consoércios de microrganismos.

Os complexos microbianos interferiram de maneira positiva sobre as caracteristicas
agrondmicas de \Vitis vinifera cultivar chardonnay, especialmente em seu
desenvolvimento.

O maior comprimento de ramos, numero de folhas e redugao de cistos de E.
brasiliensis ocorreu nos tratamentos que receberam complexos microbianos.

O manejo do solo com aplicagdo intensiva de complexos microbianos pode
representar uma alternativa viavel ao cultivo de videiras em solos com presenga intensa

da pérola da terra, principalmente em sistemas de cultivo organico.
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